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Acetil CoA: Acetil Coenzima A  
ADP: Adenosina difosfato 
AGPasa: ADPglucosa pirofosforilasa   
Ala: Alanina 
APAD: 3-acetilpiridina adenina dinucleótido 
APADH: 3-acetilpiridina adenina dinucleótido reducido 
Arg: Arginina  
Asn: Asparragina  
AS: Asparragina sintetasa 
Asp: Aspartato  
AT: Aminotransferasas 
ATP: Adenosina trifosfato  
CA1P: 2-carboxiarabinitol-1-fosfato 
CFRC: Ciclo de reducción del carbono fotosintético 
CGT: Cámara de gradiente de temperatura 
cHATS: Sistema de transporte de alta afinidad constitutivo 
cLATS: Sistema de transporte de baja afinidad  constitutivo  
CS: Citrato sintasa  
CTC: Cobre-tartrato-carbonato   
cv: Cultivar 
dda: Días después de antesis 
DEPC: Dietileno pirocarbonato 
DHAP: Dihidroxiacetona fosfato  
DOC: Deoxicolato de sodio 
EDTA: Ácido etilendiamino tetraacético 
EGTA: Ácido bisetilen (oxietilen nitrilo) tetraacético 
1FFT: Fructano:fructano 1-fructosiltransferasa  
FACE: Sistemas libres de enriquecimiento de CO2 
FAD : Flavin-adenin dinucleótido  
FATI: Sistemas libres de aumento de temperatura 
F2,6bisP: Fructosa-2,6-bisfosfato  
F2,6bisPasa: Fructosa-2,6-bisfosfatasa  
F6P: Fructosa-6-fosfato  
F6P2K: Fructosa-6-fosfato-2-quinasa  
 
FBPasa citosólica: Fructosa-1,6-bisfosfatasa citosólica  




G3PDH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa  
G6PDH: Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 
GDH: Glutamato deshidrogenada 
Gln: Glutamina 
Glu: Glutamato 
GOGAT: Glutamina:oxoglutarato aminotransferasa o glutamato sintasa   
GS: Glutamina sintetasa  
Gly: Glicina 
HK: Hexoquinasa 
Hepes: Ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin etanosulfónico. 
Hexosas-P: Hexosas fosfato 
Hys: Histidina 
ICDH: Isocitrato deshidrogenasa 
iHATS: Sistema de transporte de alta afinidad inducible  
iLATS: Sistema de transporte de baja afinidad inducible  
Ile: Isoleucina 
IPCC: Panel Intergubernamental sobre el Cambio Climático 
IRGA: Analizador de gases por infrarrojo 
Leu: Leucina  
Lys: Lisina  
Met: Metionina 
MoCo: Cofactor de molibdeno 
NADH: Nicotinamida adenina dinucleótido  
NAD(P): Nicotinamida adenina dinucleótido (fosfato) 
NAD(P)H: Nicotinamida adenina dinucleótido (fosfato) reducido 
NiR: Nitrito reductasa  
NR: Nitrato reductasa  
2-OG:  2-Oxoglutarato  
ODS: Octadecil silano 
OPA: Orto-ftaldehido  
OTC: Cámaras de techo abierto 
  
3PGA: 3- Fosfoglicerato 
3PGK: 3-Fosfoglicerato kinasa  
6Pgluconato: Gluconato-6-fosfato 
PAR: Radiación fotosintéticamente activa  
PDC: Complejo piruvato descarboxilasa  
PEP: Fosfoenolpiruvato  
PEPCasa: Fosfoenolpiruvato  carboxilasa   
PGI: Fosfoglucosa isomerasa 
PGM: Fosfoglucosa mutasa  
Phe: Fenilalanina  
Pi: Fosfato inorgánico 
PID: proporcional, integrador y diferencial  
PK: Piruvato quinasa 
PMSF: Fluoruro de fenilmetil sulfonilo 
ppb: partes por billón  
ppm: partes por millón  
PS: Fotosistemas 
p/v: peso/volumen 
Rubisco: Ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa  
RuBP: Ribulosa- 1,5-bisfosfato  
SDS: Dodecilsulfato sódico 
Ser: Serina 
SPS: Sacarosa Fosfato Sintasa  
1SST: Sacarosa:sacarosa 1-fructosiltransferasa   
6SFT: Sacarosa:fructano 6-fructosiltransferasa  
TCA: Ciclo de los Ácidos Tricarboxílicos  
TCA: Ácido tricloroacético 
TEA: Trietanolamina 
TGT: Cámaras de gradiente de temperatura 
Thr: Treonina 
TP: Triosas fosfato  
Tricina: N-tris(hidroximetil) metilglicina 
Tris: Tris(hidroximetil) amino metano 
Trp: Triptófano  
Tyr: Tirosina  
U: Unidades de enzima 
 
UDP-glucosa: Uridina difosfato glucosa 
UDPG-PP: Uridina 5`-difosfoglucosa pirofosforilasa  
UTP- Uridina trifosfato 
Val: Valina  
v/v: Volumen/volumen 
XuBP: Xilulosa-1,5-bisfosfato  
λ : Absorbancia  
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El incremento de la productividad de los cultivos para satisfacer la demanda mundial de 
alimentos es uno de los mayores desafíos a los que se enfrenta la investigación agrícola 
(Cassman, 1999). Considerando que la población mundial aumentará de 6,6 billones en la 
actualidad a 8,7-11,3 billones en 2050 (Bengtsson et al., 2006) se estima que la demanda 
global de cereales aumentará hasta en un 60% (Rosegrant & Cline, 2003). 
Simultáneamente, el cambio climático global constituirá un reto adicional ya que alterará 
significativamente las condiciones ambientales que afectan a los cultivos agrícolas (Cohen, 
2003). Las previsiones climatológicas pronostican un aumento de la concentración de CO2 
atmosférico, junto a una elevación de la temperatura de la superficie terrestre, sequías más 
frecuentes y severas, y precipitaciones más intensas (Ainsworth et al., 2008) que 
conducirán a un aumento de las inundaciones, degradación de los suelos y condiciones 
climatológicas extremas más frecuentes. De manera que la producción agrícola global se 
verá profundamente influenciada (Cohen, 2003; Solomon et al., 2008), hasta el punto de 
que estos drásticos cambios climatológicos auguran una crítica incertidumbre sobre la 
toma de carbono por los ecosistemas terrestres y la producción de alimentos, que requerirá 
cultivos más eficientes y mejor adaptados a los nuevos escenarios climáticos (Ellis et al., 
2000). 
El trigo es uno de los principales cultivos agrícolas a nivel mundial y contribuye 
sustancialmente a la dieta humana (Shewry, 2007). Su consumo está aumentando en la 
actualidad, principalmente en países en desarrollo, estimándose que la demanda global 
para la producción de trigo aumentará hasta un 40% en el 2020 (Rajaram, 2005). En 
ambientes áridos y semiáridos, especialmente en zonas mediterráneas, ciertos factores 
ambientales como la disponibilidad de nutrientes (Oweis et al., 1998; Passioura, 2002), la 
escasez de agua (Araus et al., 2002) y las temperaturas supraóptimas (Wardlaw & Moncur, 
1995) limitan la productividad y el rendimiento de los cultivos. Y el cambio climático 
podría agravar dicha situación con predicciones de temperaturas más elevadas, mayor 
sequía y máxima inestabilidad (Stitt & Krapp, 1999; Schneider, 2001; Ainsworth et al., 
2008). Aunque existen opciones limitadas de mitigar los efectos adversos del clima en la 
producción y calidad de los cultivos a través de distintas prácticas agronómicas, será de 
gran utilidad -científica y agronómica- avanzar en el conocimiento de la adaptación de los 
cultivos de trigo a las nuevas condiciones ambientales. 
Un incremento de la concentración de CO2 por encima de los niveles atmosféricos 
actuales aumenta la fotosíntesis en plantas C3, debido a que el enzima de la carboxilación 
la Ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa (Rubisco) no está saturada por su sustrato 
a las concentraciones atmosféricas actuales de CO2 y la oxigenación es inhibida (Long et 
al., 2004). Sin embargo, el crecimiento por periodos prolongados en condiciones de CO2 
elevado conduce a un proceso de aclimatación de la fotosíntesis (Drake et al., 1997; Stitt & 
Krapp, 1999) que implica un descenso en la capacidad de asimilación de CO2 (Stitt & 
Krapp, 1999; Martínez-Carrasco et al., 2005), así como una reducción de la conductancia 
estomática (Drake et al., 1997; Lodge et al., 2001) y de la velocidad de transpiración 
(Senock et al., 1996; Del Pozo et al., 2005; Ainsworth & Rogers 2007). La pérdida de 
capacidad fotosintética en CO2 elevado con frecuencia se acompaña de un descenso de 
actividad Rubisco o proteína Rubisco (Drake et al., 1997; Sicher & Bunce, 1997; Pérez et 
al., 2005). La disminución de la cantidad de proteína Rubisco a menudo se asocia con un 
descenso de transcritos del gen que codifica la subunidad pequeña del enzima (Jang & 
Sheen, 1994; Drake et al., 1997) que parece ser mediado por un aumento del nivel de 
carbohidratos en las hojas en condiciones de CO2 elevado (Sheen, 1990; Krapp et al., 
1993). Varios estudios muestran que este descenso es, al menos parcialmente, debido a un 
bajo estado nitrogenado de la planta (Nakano et al., 1997; Geiger et al., 1999; Pérez et al., 
2005), lo cual refleja un cambio en el balance carbono-nitrógeno de la planta (Ainsworth et 
al., 2007) derivado de unas mayores velocidades de fijación de carbono, y se manifiesta 
por cambios de parámetros metabólicos indicativos de un agotamiento de nitrógeno 
(Geiger et al., 1999). Lo que hace suponer la existencia de alteraciones en procesos básicos 
que regulan el crecimiento en respuesta a la disponibilidad de carbono y nutrientes (Lee et 
al., 2001; Yin, 2002). Y sugiere la necesidad de un estudio integrado del metabolismo del 
nitrógeno junto a la fotosíntesis, el metabolismo del carbono y el crecimiento en respuesta 
a las condiciones ambientales presentes y futuras. 





















































1.1. ¿Está cambiando el clima? 
El cambio climático es una de las principales amenazas para el desarrollo sostenible y 
representa uno de los principales retos ambientales con efectos sobre la economía global, la 
salud y el bienestar social.  
El cambio climático se refiere a una importante variación estadística en el estado medio 
del clima o en su variabilidad, que persiste durante un periodo prolongado de tiempo 
(normalmente decenios o incluso periodos superiores). Dicha variabilidad puede estar 
asociada bien a procesos naturales internos, como los resultantes de erupciones volcánicas, 
variaciones solares, o bien a variaciones del forzamiento externo, es decir, cambios 
persistentes antropogénicos en la composición de la atmósfera o en el uso de las tierras. La 
Convención Marco de las Naciones Unidas sobre el Cambio Climático (CMNUCC), define 
“cambio climático” como: “un cambio de clima atribuido directa o indirectamente a la 
actividad humana que altera la composición de la atmósfera mundial y que se suma a la 
variabilidad natural del clima observada durante periodos comparables”. La CMNUCC 
diferencia entre “cambio climático” atribuido a actividades humanas que alteran la 
composición atmosférica y “variabilidad climática” atribuida a causas naturales. En 
cualquier caso, el cambio climático implica no sólo un incremento en las temperaturas, el 
calentamiento global, sino cambios en otras variables, como las precipitaciones, la 
humedad, la cobertura de las nubes y todos los demás elementos del sistema atmosférico. 
El clima terrestre es un sistema altamente complejo, con mecanismos que interaccionan 
entre la atmósfera, la superficie terrestre, los océanos y las zonas heladas, que está sujeto a 
fluctuaciones naturales. Por ello, discernir claramente el componente de forzamiento 
humano en el clima terrestre de forma separada a las fluctuaciones naturales es una 
cuestión fundamental, pero muy problemática. La complejidad del sistema y sus múltiples 
interacciones hacen que la única manera de evaluar estos cambios sea mediante el uso de 
modelos computacionales que simulan la física de la atmósfera y del océano. Los cuales 
gozan de una precisión limitada, pero parecen predecir la existencia de una relación directa 
entre incremento de la temperatura media del planeta y aumento de las concentraciones de 
gases de efecto invernadero en la atmósfera.  
La relación entre las concentraciones de ciertos gases en la atmósfera y su efecto en la 
temperatura del aire no es nueva. Ya en 1824, el científico francés Fourier, sugirió que la 
atmósfera terrestre permitía la entrada de la radiación solar, y captaba parte de la radiación 
reflejada por la superficie terrestre a la atmósfera. Efecto actualmente conocido como 
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efecto invernadero natural. Los responsables de la absorción de la radiación infrarroja son 
los gases heteroatómicos, como el CO2, el metano (CH4) y los óxidos de nitrógeno como el 
óxido nitroso (N2O).  Estos procesos de absorción y emisión de radiación solar en la 
atmósfera son fundamentales para el desarrollo de la vida sobre la tierra tal y como se 
conoce. Con posterioridad, Svante Arrhenius (1896) establecería una relación entre las 
concentraciones de uno de los gases atmosféricos, el CO2, y la temperatura sugiriendo que 
una duplicación de la concentración de CO2 provocaría un aumento de temperatura de 5 
oC. Thomas Chamberlin (1987) sería el primero en acuñar el término cambio climático, 
quien junto con Arrhenius indicaría que las actividades humanas podrían provocar un 
aumento de los gases de efecto invernadero, con la consiguiente elevación de la 
temperatura de la superficie terrestre, proceso conocido en la actualidad como efecto 
invernadero inducido. En aquellos años, se pensaba que la influencia de las actividades 
humanas era insignificante, comparada con las fuerzas naturales, tales como, la actividad 
solar o los movimientos circulatorios en el océano. Además, se consideraba que los 
océanos eran grandes sumideros de carbono, los cuales cancelarían automáticamente la 
contaminación producida por el hombre. No sería hasta principios de los 60, con los 
estudios de curvas de concentración de CO2 atmosférico en la Antártida, y especialmente, 
en Mauna Loa (Islas Hawaii, USA) (Keeling, 1960) cuando se evidenciaría una de las 
señales más importantes sobre el calentamiento de la tierra. Siendo Stephen Schneider 
(1976) quien utilizó por primera vez el término calentamiento global. Las investigaciones 
desarrolladas por este científico en esta temática le han convertido en uno de los mayores 
expertos sobre el cambio climático. A partir de esta fecha las organizaciones no 
gubernamentales medioambientales toman conciencia de la necesidad de proteger el medio 
ambiente para prevenir un calentamiento global de la tierra. Desencadenándose una cierta 
sensibilización sobre el problema, hasta el punto de  establecerse en 1988 el Panel 
Intergubernamental sobre el Cambio Climático (IPCC), creado por la Organización 
Meteorológica Mundial y el Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente, 
con el fin de evaluar la información científica, técnica y socioeconómica pertinente para 
comprender el cambio climático, sus posibles repercusiones y las posibilidades de 
adaptarse a dicho cambio y atenuarlo. Los informes elaborados por dicho panel han 
contribuido al análisis exhaustivo y actualizado de los conocimientos sobre el cambio 
climático. El IPCC atribuye, con un alto grado de confianza, el calentamiento global de la 
Tierra al aumento del contenido atmosférico de gases de efecto invernadero, separando en 




científicos más críticos con estas propuestas aseguran que todavía existe un alto grado de 
incertidumbre en el conocimiento de la magnitud de la variabilidad natural. 
La principal consecuencia del cambio climático antropogénico es el efecto invernadero 
inducido, derivado del aumento de los gases de efecto invernadero a la atmósfera. Se sabe 
que la radiación solar es interceptada por la Tierra y aproximadamente el 45% atraviesa la 
atmósfera sin ser absorbida y llega a la superficie del planeta (Larcher, 2003). Esta 
radiación es nuevamente reflejada a la atmósfera en forma de radiación infrarroja, una 
parte atraviesa la atmósfera, mientras que otra es absorbida y reemitida en todas la 
direcciones por las nubes y los gases de efecto invernadero. Por ello un aumento de la 
concentración atmosférica de dichos gases conduce a una mayor retención de calor en la 
atmósfera y devuelve a la Tierra aún más energía, causando un desequilibrio del balance 
radiativo y un calentamiento del planeta significativo; que se acompaña de cambios 
climáticos regionales, a veces beneficiosos y otras desastrosos, junto a una elevación del 
nivel de los mares (Maslin, 2004). 
Las concentraciones globales en la atmósfera de dióxido de carbono (CO2), metano 
(CH4) y óxido nitroso (N2O) han aumentado notablemente como resultado de las 
actividades humanas desde inicios de 1750, época de la Revolución Industrial (Figura 1), y 
han superado, sensiblemente, los valores preindustriales determinados por testigos de hielo 
que abarcan varios miles de años. El incremento de la concentración atmosférica de CO2 
deriva fundamentalmente de la quema de combustibles fósiles, la deforestación y el 
cambio de uso de las tierras, mientras que los aumentos en las concentraciones de CH4 y 
N2O se deben principalmente a la agricultura y la ganadería. El CO2, CH4 y N2O son 
químicamente estables y se trata de gases de efecto invernadero de vida larga, de modo que 
sus emisiones ejercen influencia en el clima a largo plazo. El CO2 carece de un periodo 
específico de vida porque está en ciclo continuo con la atmósfera, los océanos y la 
biosfera; y su eliminación neta de la atmósfera involucra una gama de procesos con escalas 
de tiempo diferentes. El CO2 es, sin duda, el gas de efecto invernadero antropogénico más 
importante. Su concentración atmosférica global ha aumentado un 35% en los últimos 250 
años (Albritton et al., 2001), pasando de una concentración aproximada de 280 ppm, en la 
era preindustrial, a las 370 ppm de la actualidad, pronosticándose que podría llegar a 
alcanzar hasta 700 ppm a finales de siglo (Solomon et al., 2007). La concentración 
atmosférica global de CH4 ha aumentado notablemente su valor preindustrial, incluso en 
un porcentaje superior al CO2, si bien sus niveles atmosféricos son muy inferiores. En lo 
que respecta a las concentraciones atmosféricas de N2O también han aumentado, aunque 
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de un modo sensiblemente inferior a los otros dos gases de efecto invernadero de vida 









Figura 1. Concentraciones de los gases de efecto invernadero de vida larga más importantes en los últimos 
2000 años. Los aumentos desde 1750 son atribuidos a actividades humanas de la era industrial. Las unidades 
de concentración son partes por millón (ppm) o partes por billón (ppb), indicando el número de moléculas del 
gas por millón o billón de moléculas de aire, respectivamente, en una muestra atmosférica (IPCC, 2007).  
 
Otros gases de efecto invernadero, cuyo origen es puramente antropogénico, son los 
clorofluorocarbonos (CFC) e hidroclorofluorocarbonados (HCFC), que son empleados 
como refrigerantes, y sus niveles aumentaron drásticamente en las últimas décadas con 
consecuencias inquietantes para la integridad de la capa de ozono estratosférica. Lo que 
hizo necesario el establecimiento un control exhaustivo de las emisiones de estos gases, 
que tuvo lugar gracias a la aprobación del protocolo de Montreal (1987). El ozono 
troposférico (O3) es un componente gaseoso de la atmósfera producido por reacciones 
fotoquímicas en las que intervienen gases resultantes de actividades humanas, 
principalmente monóxido de carbono, óxidos de nitrógeno y compuestos orgánicos 
volátiles, como los formaldehídos (smog fotoquímico). El ozono troposférico se comporta 
como un gas de efecto invernadero por su contribución al calentamiento global. Junto a las 
emisiones de gases de efecto invernadero a la atmósfera consecuencia de las actividades 
antropogénicas están también los aerosoles (compuestos principalmente por azufres, 
carbono orgánico, carbono negro, nitrato y polvo) que en conjunto producen un efecto de 
enfriamiento, mitigando parcialmente el calentamiento global.  
Existe en la actualidad un fuerte consenso científico, político y social de que las 
emisiones de gases de efecto invernadero, resultado de las actividades antropogénicas, 
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están alterando significativamente el clima global, desencadenando el proceso conocido 
como cambio climático o calentamiento global. 
1.1.1.  Cambio climático reciente y futuros escenarios climáticos 
Según el Grupo Intergubernamental de Expertos de Cambio Climático (IPCC), el 
calentamiento global es inequívoco y se atribuye a la acción del hombre con una 
certidumbre superior al noventa por ciento, como lo evidencian las observaciones de los 
incrementos de las temperaturas medias del aire y del océano, el derretimiento 
generalizado del hielo y de la nieve, y la elevación del nivel medio del mar en el mundo.  
Los años 2005 y 1998 fueron los más cálidos en el registro de temperatura del aire 
superficial mundial desde 1850. Las temperaturas superficiales en 1998 se intensificaron 
por el fenómeno de El Niño de 1997-1998, pero esta anomalía no tuvo lugar en 2005. De 
los últimos doce años (1995–2006), 11 de ellos exceptuando 1996, se encuentran entre los 
años más calurosos de los registros instrumentales de la temperatura global en superficie, 
desde 1850. La tendencia lineal de 100 años, comprendida entre 1906-2005 es de 0,74 °C, 
mayor que la tendencia entre 1901-2000 que fue de 0,6 °C  (IPCC, 2001). Lo que indica 
que el calentamiento de los últimos 50 años (0,13 °C por decenio) casi duplica el de los 
últimos 100 años, siendo el aumento total de la temperatura de 1850-1899 hasta 2001-2005 









Figura 2. Las barras rojas muestran la media anual global de las anomalías de la temperatura cercana a la 
superficie con respecto a 1961-1990, desde 1850 a 2007, para las áreas terrestres y oceánicas combinadas (la 
incertidumbre al 95% se refleja en las barras de error). La línea azul  indica la tendencia de la temperatura (la 
incertidumbre al 95% se muestra en las líneas azules claras). Datos procedentes de HadCRUT3 del Met 
Office Hadley Centre for Climate Change (adaptado de Brohan et al., 2006). 
 
 













































Análisis de mediciones, por globos estratosféricos y vía satélite, de temperaturas de las 
capas baja y media de la troposfera muestran que las tasas de calentamiento fueron 
similares a las de los registros de temperaturas de superficie (Figura 2).  
Las observaciones desde 1961 muestran que los océanos han estado absorbiendo más 
del 80% del calor añadido al sistema climático. Este calentamiento ha contribuido al 
aumento del nivel del mar, influido también por las reducciones generalizadas de glaciares 
y casquetes de hielo en ambos hemisferios. De manera que el nivel medio del mar creció 
con un índice medio de 1,8 mm por año entre 1961 y 2003. Y la tasa fue mucho más rápida 
entre 1993 y 2003, con un promedio de 3,1 mm por año; posiblemente las pérdidas de las 
placas de hielo de Groenlandia y la Antártida favoreciesen el aumento del nivel del mar en 
dichas fechas. Las temperaturas medias del Ártico duplicaron también el índice medio en 
los últimos 100 años. En algunas regiones se han analizado las precipitaciones en el 
periodo comprendido entre 1900-2005, observándose un aumento significativo de las 
mismas en la parte este de América del norte y Sudamérica, en el norte de Europa y Asia, y 
en Asia central, junto a un descenso de precipitaciones en el Sáhel, el Mediterráneo, África 
del sur y partes del sur de Asia. Se han mostrado también evidencias de un incremento en 
la actividad de ciclones intensos en el Atlántico norte a partir de 1970, relacionándose con 
el calentamiento de la temperatura de la superficie del mar en los trópicos. Los vientos del 
oeste, de latitud media, son más fuertes en ambos hemisferios desde los años 60. Y se han 
observado sequías más largas e intensas desde los años 70, particularmente, en los trópicos 
y subtrópicos. Los cambios en las temperaturas de la superficie del mar, los patrones de 
viento, y la disminución de los neveros y de la capa de nieve se han vinculado también a 
las sequías; al igual que la elevación de la temperatura atmosférica y el descenso de 
precipitaciones. Además, la frecuencia de fenómenos de precipitaciones fuertes se ha 
incrementado en la mayoría de las áreas terrestres, en concordancia con el calentamiento y 
los aumentos del vapor de agua atmosférico. En definitiva, durante los últimos 50 años, se 
han observado cambios generalizados en las temperaturas extremas, siendo cada vez 
menos frecuentes los días y noches fríos y las heladas, y más frecuentes los días y noches 
calurosos y las olas de calor (IPCC, 2007). 
El incremento de las temperaturas medias mundiales desde mediados del siglo XX se 
asocia muy probablemente al aumento observado de las concentraciones de gases de efecto 
invernadero de origen antropogénico. Ahora bien, el calentamiento generalizado observado 
en la atmósfera y los océanos, conjuntamente con la pérdida de la masa de hielo, apoya la 




puedan ser explicados sin el forzamiento externo, y posiblemente no se deban únicamente 
a causas naturales conocidas (Maslin, 2004). Para los estudios de las previsiones de cambio 
climático se dispone de un amplio número de simulaciones, modelos que cubren un rango 
de futuros escenarios posibles e incluyen suposiciones de emisiones1, referidas al dióxido 
de carbono, gas de efecto invernadero que contribuye en mayor medida al calentamiento 
global. Según estos modelos, la continuidad de las emisiones de gases de efecto 
invernadero en los índices actuales ocasionaría un mayor calentamiento e induciría 
cambios en el sistema climático global durante el siglo XXI superiores a aquellos 
observados durante el siglo XX. Las estimaciones en el calentamiento de la superficie 
terrestre según previsiones para finales del siglo XXI (2090-2099) para el escenario bajo 
en emisiones (600 ppm) son de 1,8 °C (rango de probabilidad entre 1,1 y 2,9 °C), y para el 
escenario con mayores emisiones (1550 ppm) de 4,0 °C (rango de probabilidad de 2,4 a 6,4 
°C).  
En definitiva, como se ha mencionado en el apartado anterior, la concentración 
atmosférica de CO2 atmosférica ha aumentado hasta niveles entre 370-380 ppm desde la 
era pre-industrial (Albritton et al., 2001) y los pronósticos de cambio climático para este 
siglo prevén que podría llegar a alcanzarse ~550 ppm en el 2050 y ~730-1020 ppm para el 
2100 (Solomon et al., 2007). De manera que una duplicación de los niveles de CO2, 
incrementará la temperatura atmosférica entre 1,5-4,5 ºC (Stott et al., 2000; Schneider, 
2001). Lo que tendrá un notable impacto en el ciclo de vida de las plantas, en los  
ecosistemas y sistemas socieconómicos en todas las regiones del planeta (Maslin, 2004), 
con incidencia significativa en zonas más vulnerables, como es el sur de Europa -zonas 
Mediterráneas-. España, por su situación geográfica y características socieconómicas, es un 
país vulnerable al cambio climático, como se ha puesto de manifiesto en las más recientes 
evaluaciones e investigaciones. Destacando entre los problemas ambientales que se han 
visto reforzados por efecto del cambio climático: la disminución de los recursos hídricos, 
la regresión de la costa, las pérdidas de la biodiversidad biológica y ecosistemas naturales 
y los aumentos en los procesos de erosión del suelo.  
La comunidad científica advierte que las actuales emisiones de CO2 deberían reducirse 
notablemente para evitar un calentamiento catastrófico del clima mundial e indican que 
dada la dificultad para detener el calentamiento global no debería superarse el umbral de 
450 ppm de CO2. La fuerte sensibilización existente ante las repercusiones que pueda tener 
                                                 
1  Las concentraciones de CO2 aproximadas, debidas a gases de efecto invernadero y aerosoles antropogénicos en 2100, 
calculadas para los distintos escenarios de emisiones del IPCC, están alrededor de 600, 700, 800, 850, 1250 y 1550 ppm. 
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el cambio climático ha desencadenado un compromiso serio por parte de las autoridades 
políticas encaminado a conseguir una reducción inmediata, sostenida y sustancial de las 
emisiones de los gases de efecto invernadero por parte de los países tecnológicamente 
avanzados, para contribuir al cumplimiento de los compromisos de reducción acordados en 
el protocolo de Kyoto (a nivel Europeo se ha acordado recientemente que la emisión de 
dichos gases deberá de reducirse un 20% para el 2020). Dicho compromiso pasa, a su vez, 
por un incremento del uso de energías renovables y el desarrollo de biocarburantes de 
segunda generación, para evitar en la medida de lo posible la quema de combustibles 
fósiles. Existe, por tanto, una necesidad urgente de controlar y reducir las emisiones de 
gases de efecto invernadero a la atmósfera, además de estudiar los mecanismos de 
adaptación a los impactos del cambio climático a todos los niveles. Aspecto, este último, 
abordado en el presente trabajo de investigación. 
1.2. Importancia del cultivo de cereales: trigo 
El trigo es un cereal de la familia de las gramíneas (Poaceae) que ha formado parte del 
desarrollo económico y cultural del hombre. Se trata de uno de los cereales más 
ampliamente cultivado por contribuir sustancialmente a la nutrición humana, aunque gran 
parte se destina también a la alimentación animal. El origen del actual trigo cultivado se 
encuentra en Asia, en la región comprendida entre los ríos Tigris y Eufrates. Desde Oriente 
Medio el cultivo del trigo fue difundido al resto del mundo. Las primeras formas de trigo 
recolectadas por el hombre, hace más de doce mil años, eran del tipo Triticum 
monococcum L. y T. dicoccum L., caracterizadas fundamentalmente por la fragilidad de sus 
espigas que se disgregaban al madurar. 
El trigo, según su utilidad, se clasifica en trigo blando y duro. Al primer grupo 
pertenecen una serie de especies que se destinan principalmente a la producción de pan en 
Europa y de pastas en Estados Unidos o Canadá. Se cultivan preferentemente en regiones 
cálidas o templadas y la especie más abundante es Triticum aestivum. El grano posee un 
contenido en almidón, grasas, hierro, fósforo y vitamina B superior al trigo duro. En cuanto 
al segundo grupo, la especie más utilizada es Triticum durum y se cultiva en zonas más 
secas. Es la variedad de trigo más utilizada en Estados Unidos y Canadá, empleándose en 
la producción de pan, pero menos utilizada en Europa, donde se destina principalmente a la 
producción de pastas. Presenta una mayor proporción de proteínas, agua y calcio que el 
trigo blando. Ambos tipos de trigo, difieren también en el número de cromosomas, 




El trigo harinero (T. aestivum) es el cereal panificable más cultivado en el mundo. Posee 
una raíz fasciculada que alcanza generalmente una profundidad de 25 cm, pudiendo llegar 
hasta un metro, cuyo crecimiento comienza en el periodo de ahijado y su desarrollo se 
considera completo al final del encañado. El tallo es hueco (caña) y la resistencia al 
encamado dependerá de su altura y solidez. Las hojas son cintiformes, paralelinervias y 
terminadas en punta. Poseen vaina, lígula y aurículas bien definidas. La inflorescencia es 
una espiga compuesta de un tallo central con entrenudos cortos, llamado raquis, sobre el 
que se disponen de 20 a 30 espiguillas en forma alterna, protegida por dos brácteas más o 
menos coriáceas a ambos lados. Cada espiguilla presenta diversas flores, de las cuales 
aborta la mayor parte. La flor consta de un pistilo y tres estambres, y está protegida por dos 
brácteas verdes o glumas, la exterior se puede prolongar en una arista en algunos trigos. La 
fecundación y maduración del óvulo produce el grano de trigo, un fruto de tipo cariópside. 
El grano consta de envolturas externas: pericarpio, mesocarpio y epicarpio; y capas 
internas: la testa, el endospermo (que contiene sustancias de reservas que constituyen la 
masa principal del grano) y el germen (que es el embrión a partir del cual se origina una 
nueva plántula). El conjunto del pericarpo y la testa es lo que se conoce como salvado.  
A lo largo del ciclo de vida de la planta se distinguen distintas fases, que comprenden 
desde la germinación hasta la madurez fisiológica del trigo (Figura 3) (Zadoks et al., 
1974). Las distintas fases se describen a continuación: 
Germinación. El periodo de germinación y arraigo del trigo es muy importante para la 
futura cosecha de grano. El grano de trigo necesita para germinar humedad, temperatura y 
aireación adecuada. Una vez que se forman las raíces primarias y alguna hoja verde, la 
planta puede alimentarse por sí misma tras el agotamiento de las reservas del grano, en el 
que termina el periodo de germinación. 
Ahijamiento. Las zonas de los tallos que están en contacto con la tierra, crecen dando 
lugar a raíces adventicias hacia abajo y nuevos tallos secundarios hacia arriba llamados 
“hijos”; se dice entonces que el trigo “ahíja” o “amacolla”. El trigo ahija más si la siembra 
es espaciada, temprana y se mantiene una humedad adecuada. Las variedades de trigo que 
ahijan muy poco dan lugar a una menor productividad, y para compensar esa falta de 
ahijamiento deberá sembrarse mayor cantidad de semilla. 
Encañado. Esta fase consiste en el crecimiento del tallo por alargamiento de los 
entrenudos, en la cual la caña sigue alargándose durante el espigado alcanzando longitudes 
y grosores diferentes según las variedades. Durante la fase de encañado la planta mantiene 
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una gran actividad fisiológica, por lo tanto la extracción de elementos nutritivos del suelo, 













Figura 3. Fases de desarrollo de un cereal siguiendo la escala decimal Zadoks (Zadoks et al., 1974). 
 
Espigado. El periodo de “espigado” junto con la antesis son los de máxima actividad 
fisiológica, con una transpiración y una extracción de humedad y nutrientes del suelo, que 
alcanzan su máximo. Los azúcares de las hojas superiores son transferidos a los granos de 
trigo en formación mientras las hojas se van secando. La elevada cantidad de agua 
necesaria para transportar las sustancias de reserva a los granos, facilita la desecación en el 
entorno de la raíz, siendo muy importante el riesgo de sequía en esta fase. 
Antesis. Es el momento de expansión completa de la flor, desde el desarrollo del 
estigma receptivo a la fecundación, donde las anteras amarillas son claramente visibles en 
las espigas, las cuales liberan el polen, agente de la fecundación.  
Maduración. El periodo de maduración comienza en la “madurez láctea” cuando las 
hojas inferiores ya están secas, pero las tres superiores y el resto de la planta está verde. 
Seguidamente tiene lugar la “maduración pastosa”, en la que sólo se mantienen verdes los 
nudos y el resto de la planta toma su color típico de trigo seco, tomando el grano su color 
definitivo. A los tres o cuatro días del estado pastoso llega el cereal a su “madurez 





sobrevienen vientos secos o calor excesivo el grano de trigo se “asura”, es decir, madura 
precipitadamente y no se acumulan en la semilla las sustancias de reserva necesarias para 
adquirir un adecuado grosor del grano. 
En cuanto a los requerimientos edafoclimáticos necesarios para el desarrollo adecuado 
del trigo destacan: una temperatura óptima de crecimiento en torno a los 25 ºC con 
temperaturas máximas y mínimas de 3-4 ºC y 30-32 ºC, respectivamente (Briggle, 1980). 
La humedad relativa entre 40 y 70%; desde el espigado hasta la cosecha, época de mayores 
requerimientos, aunque la humedad relativa óptima ronda el 50-60%, siendo necesario un 
clima seco para la maduración. En años secos el trigo puede desarrollarse bien con 300-
400 mm de precipitación. Los mejores suelos para su crecimiento suelen ser neutros o algo 
alcalinos además de arcilloso-arenosos para mantener la adecuada proporción de agua 
(Ruiz, 1981). 
 El trigo es uno de los tres cereales más cultivados a nivel mundial, junto al maíz y el 
arroz, (FAO, 2006) y el más ampliamente consumido por el hombre en la civilización 
occidental desde la antigüedad. El trigo generalmente es molido como harina para su 
utilización (Kent, 1983), las masas producidas a partir de la harina de trigo de pan difieren 
de las realizadas a partir de otros cereales, gozando de unas excepcionales propiedades 
viscoelásticas (Orth & Shellenberger, 1988). Un gran porcentaje de la producción total de 
trigo es utilizada para el consumo humano por ser una fuente importante de carbohidratos y 
proteínas (Curtis, 2002). El trigo también es destinado a la alimentación animal y a 
menudo se usa en la industria para hacer adhesivos, aditivos de papel y otros productos e 
incluso en la preparación de cerveza y otros licores. En la actualidad se emplea también 
como biomasa para la fabricación de biocombustibles, lo que ha generado cierta 
controversia y debate por el incremento de los precios de los productos derivados de los 
cereales consecuencia del aumento de su demanda como fuente de energías renovables.   
1.3. ¿Trabajos en cámara y/o campo?  
En las últimas décadas, los efectos e impactos de una elevación de las concentraciones 
atmosféricas de CO2 en la fisiología y la productividad de las plantas han sido objeto de 
intensas investigaciones, cuyos resultados más relevantes se recogen en ciertas revisiones 
(Stitt et al., 1991; Drake et al., 1997; Curtis & Wang, 1998; Norby et al., 1999; Ainsworth 
et al., 2002; Long et al., 2004; Körner, 2006; Ainsworth et al., 2008). Estudios realizados, 
inicialmente, en invernaderos y cámaras de ambiente controlado, si bien se han diseñado 
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con posterioridad otros sistemas que permiten la simulación de las previsiones de cambio 
climático con mayor precisión; aunque no están exentos de ventajas o desventajas 
selectivas.      
Las cámaras de crecimiento son utilizadas en aquellos trabajos en los que se necesita 
mantener con precisión condiciones de crecimiento estables, repetibles y de diferentes 
rangos, que raramente pueden obtenerse en ambientes naturales. Esta experimentación, 
aunque no suele ser representativa de lo que sucede en la naturaleza, es válida para estudiar 
las pautas de respuesta fisiológicas y mecanismos de regulación del desarrollo de las 
plantas en las condiciones establecidas. A diferencia de las cámaras de crecimiento, en los 
estudios de campo, las demandas evaporativas son mayores y están sujetos a la influencia 
de ciertos factores abióticos y bióticos; en referencia a los primeros, los de mayor 
relevancia son la temperatura, humedad relativa y radiación, parámetros ambientales que 
fluctúan a lo largo del fotoperiodo; y respecto a los segundos, destacan los virus, hongos, 
insectos, roedores, etc. (Morison & Lawlor, 1999; Jamieson et al., 2000; Aranjuelo et al., 
2005; Pérez et al., 2007). Por ello, la experimentación en condiciones naturales en el 
campo ofrece la ventaja de estudiar la respuesta de las plantas al futuro escenario climático 
teniendo en consideración parámetros climáticos que fluctúan conjuntamente; además, 
evitan la limitación del crecimiento de la raíz de las plantas asociada al cultivo en macetas 
(Arp, 1991) y la restricción, por cuestiones de espacio, tanto del número de tratamientos 
aplicables simultáneamente como de individuos por tratamiento.  
Son varias las aproximaciones empleadas para analizar el efecto del aumento de CO2 en 
plantas, en los últimos años, en estudios en campo: FACE (Free Air CO2 Enrichment) 
(Allen et al., 1985), FATI (Free Air Temperature Increase) (Nijs et al., 1996a), OTC (Open 
Top Chamber) (Rogers et al., 1983), y TGC (Temperature Gradient Chambers) (Rawson et 
al., 1995). Los FACE o enriquecimiento en CO2 al aire libre son instalaciones situadas en 
espacios naturales (campos de cultivo, bosques, etc.) en los que se enriquece el ambiente 
mediante la emisión de CO2. La tecnología FACE permite examinar el efecto del aumento 
de la [CO2] atmosférica sobre comunidades vegetales intactas. Las principales ventajas de 
este sistema son, por una parte la alteración mínima del microclima del ecosistema en 
estudio, aunque alteran ligeramente la temperatura, sobre todo la nocturna, al fumigar con 
gas y provocar inversiones térmicas en el dosel vegetal, y por otra, sus dimensiones que 
permiten incluir un amplio número de individuos (Hendrey, 1992). Las desventajas de esta 
técnica son la imposibilidad de analizar el efecto conjunto con otros parámetros 




es liberado a la atmósfera y los elevados costes de dicho gas. Algunos autores han 
combinado la tecnología FACE y FATI con el objeto de analizar el efecto combinado de 
CO2 y temperatura (Nijs et al., 1996a). Los FATI o aumento de la temperatura al aire libre 
son una tecnología análoga a los FACE que simula diferentes condiciones térmicas (Nijs et 
al., 1996b). Al igual que los FACE, los FATI se disponen en espacios abiertos, sólo que en 
este caso se busca crear condiciones térmicas concretas, mediante la aplicación de 
radiación infrarroja modulada directamente sobre las plantas del cultivo. La desventaja de 
este sistema, es el calentamiento de las plantas, porque no se calienta el aire circundante y 
el incremento de temperatura que se consigue es muy pequeño, únicamente se consigue 
elevar la temperatura 1 ºC.  
Las OTC o cámaras de techo abierto se colocan en un área natural encerrando en su 
interior las plantas a las que se suministra una [CO2] determinada. Respecto al sistema 
FACE, mantiene las fluctuaciones térmicas, humedad relativa y radiación naturales, 
además de considerar el efecto de factores bióticos (hongos, insectos, etc.). Su principal 
limitación sería el efecto barrera debido a la estructura del equipo usado para exponer a las 
plantas a una determinada [CO2] (Hendrey & Kimball, 1994). Estos artefactos 
generalmente se conocen como “efectos de cámara” e incluyen cambios en la velocidad del 
viento, humedad, temperatura, calidad o intensidad de la luz y variables del suelo (Allen et 
al., 1992; Hendrey et al., 1994). Al igual que en el caso de los FACE, los OTC tienen el 
inconveniente del alto coste de instalación y funcionamiento debido principalmente al 
consumo de CO2 emitido libremente a la atmósfera. 
Las TGC o cámaras de gradiente térmico, son sistemas portátiles cerrados que  pueden 
situarse en el medio natural y permiten crear un gradiente de temperatura controlando, a su 
vez, las concentraciones de CO2 (para una descripción más detallada ver apartado 3.3). Las 
ventajas y desventajas de las TGC son idénticas a las OTC, salvo que por el hecho de tener 
el techo cerrado reduce considerablemente el consumo y, por tanto, los costes de CO2. 
Además, permiten estudiar simultáneamente diferentes variables como el CO2 y la 
temperatura. 
La bibliografía indica que existe cierta similitud, entre los estudios en condiciones 
controladas y naturales, en cuanto a la respuesta al CO2 (Körner, 1995). Habiéndose 
mostrado evidencias que el nitrógeno limita la respuesta al crecimiento en condiciones de 
CO2 elevado tanto en experimentos llevados a cabo en cámaras en ambientes controlados, 
invernaderos, cámaras de campo transparentes y cámaras de techo abierto (Stitt & Krapp, 
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1999; Poorter & Pérez-Soba, 2001; Pérez et al., 2005). La incertidumbre de que ciertas 
observaciones fueran un artefacto derivado del crecimiento en un volumen radicular 
limitado (Arp, 1991; Long & Drake, 1992; Ainsworth et al., 2002), han sido despejadas 
por las evidencias mostradas en experimentos en el campo en condiciones totalmente 
abiertas mediante el empleo de sistemas FACE (Ainsworth & Long, 2005). Se ha realizado 
un exhaustivo análisis estadístico de los resultados obtenidos con experimentación FACE, 
que han sido comparados con los derivados de estudios en cámaras controladas (Long, 
2004). Las tendencias de ambos estudios concuerdan, si bien emergen diferencias 
cuantitativas importantes, que pudieran tener implicaciones significativas en la 
comprensión de cómo se adaptarían los cultivos al futuro escenario climático, en particular, 
los aumentos de CO2 y temperatura previstos con el cambio climático global.  
1.4. Metabolismo del carbono 
1.4.1. Asimilación fotosintética del CO2 
La fijación fotosintética del CO2 es considerada el proceso químico más importante que 
tiene lugar en la superficie terrestre y que permite el desarrollo de otras formas de vida 
sobre la tierra (Xiong & Bauer, 2002). Mediante la fotosíntesis, los organismos autótrofos 
facilitan la incorporación de materia y energía a la biosfera (Medrano & Flexas, 2000). Las 
plantas y otros organismos como las algas son capaces de transformar la energía luminosa 
procedente del sol en energía química utilizable para el mantenimiento de distintas rutas 
metabólicas, que permitirá la síntesis de carbohidratos y otros compuestos a partir del CO2 
asimilado en órganos fotosintéticos y el hidrógeno proveniente del agua y los minerales 
absorbidos por las raíces. Los cuales serán la base estructural para el crecimiento y 
desarrollo de la planta y en consecuencia, de la producción primaria de los ecosistemas y 
de la biosfera (Nelson & Yocum, 2006). La fotosíntesis es, por tanto, el proceso por el cual 
las plantas son capaces de asimilar el CO2 de la atmósfera y transformarlo en moléculas 
utilizando como fuente de energía la radiación solar.  
La fotosíntesis en plantas engloba una serie de reacciones que tienen lugar 
principalmente, aunque no de forma exclusiva, en el cloroplasto (Nelson & Yocum, 2006). 
Comprende dos fases, (1) generación de energía química en forma de ATP y poder 
reductor (NAPH) a partir de la energía solar, que será utilizada en (2) la fijación y 
asimilación del CO2 en intermediarios fundamentales para diferentes rutas biosintéticas 




(CFRC) o ciclo de Benson-Calvin (Figura 4). La generación de energía tiene lugar gracias 
a la captura de energía de excitación por las antenas de los Fotosistemas (PS), su transporte 
a los centros de reacción, y la cadena de transporte de electrones entre el PSII y el PSI. 
Acoplada a este proceso está la fotofosforilación, de forma que el flujo de electrones en la 
cadena de transporte genera un gradiente protónico en la membrana del tilacoide, cuya 
descarga está asociada a la síntesis de ATP a través de la ATP sintasa. Esta energía 
química (ATP) y el poder reductor (NADPH) generados a partir de la energía solar por 
medio del transporte electrónico y la fotofosforilación, será utilizada en el proceso de 
asimilación fotosintética de carbono (Lawlor, 1993). De manera que el ciclo de reducción 
del carbono fotosintético constituye el nexo de unión entre la cadena de transporte de 
electrones y la síntesis de carbohidratos, por lo que debe ser sensible a los cambios en la 
relación aporte y demanda de productos de la cadena de transporte de electrones, tanto a 








Figura 4. Ciclo de Benson-Calvin (Adaptado de Malkin & Niyogi, 2000). 
  
El Ciclo de Benson-Calvin en plantas C3 (Figura 4) tiene lugar en el estroma del 
cloroplasto y comprende 11 enzimas que catalizan trece reacciones que utilizan el ATP y el 
NADPH en la fijación del CO2 atmosférico para originar esqueletos carbonados, los cuales 
son posteriormente usados en la biosíntesis de sacarosa y almidón (Woodrow & Berry, 
1988; Geiger & Servaites, 1994). En este ciclo se distinguen tres fases, la primera fase 
comprende la carboxilación de la molécula aceptora del CO2, la ribulosa-1,5-bisfosfato 
(RuBP), por el enzima ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco), dando 
lugar a dos moléculas de 3-fosfoglicerato (3PGA). Ésta es seguida de la fase reductiva, en 
la que el 3PGA será reducido a triosas fosfato (TP), gliceraldehído-3-fosfato (G3P) y 




























comprende la fase regenerativa en la que por isomerizaciones, condensaciones y 
reordenaciones, las TP son utilizadas para producir la molécula aceptora del CO2, la RuBP, 
proceso que requiere también consumo de energía en forma de ATP (Raines et al., 1999). 
La fijación de una molécula de CO2 requiere el consumo de 3 ATP y 2 NADPH. Parte de 
las TP generadas en el ciclo de Benson-Calvin serán exportadas al citosol en intercambio 
estequiométrico con fosfato inorgánico (Pi) y servirán como fuente de carbono para la 
síntesis de sacarosa, o bien serán empleadas para la síntesis de almidón en el cloroplasto 
(Figura 5). A pesar de ser muchas las especies vegetales que sintetizan predominantemente 
sacarosa y almidón, existen algunas que forman polímeros de fructosa, conocidos como 
fructanos (ver apartado 1.4.2.3).  Ciertos aminoácidos (leucina, isoleucina, valina y lisina), 
ácidos grasos e isoprenoides, son sintetizados también en el cloroplasto a partir del carbono 










Figura 5. Esquema de la síntesis de sacarosa, almidón y fructanos que tiene lugar en el citosol, cloroplasto y 
vacuola, respectivamente (Adaptado de Nielsen et al., 2004). 
 
1.4.1.1. Importancia de la Rubisco  
La Rubisco cataliza el paso inicial de la asimilación fotosintética del carbono, la 
carboxilación de la RuBP generando dos moléculas de 3PGA, que serán empleadas en la 
formación de moléculas orgánicas vitales (Andersson, 2008). La Rubisco se encuentra en 
la mayoría de organismos autotrófos, tanto procariotas (bacterias fotosintéticas y 
cianobacterias), como eucariotas (algas y plantas superiores) (Andersson & Backlund, 
2008). El enzima, en plantas superiores, está constituido por 8 subunidades grandes que se 
disponen en 4 dímeros que forman un núcleo octamérico y 8 subunidades pequeñas 
































holoenzima con una estructura hexadecamérica (Andersson, 2008). La subunidad grande es 
codificada por un único gen en el genoma del cloroplasto y sintetizada por el ribosoma 
plastidial. Mientras que la subunidad pequeña es codificada por una familia de genes 
nucleares estrechamente relacionados y sintetizada en el citosol (Spreitzer, 2003). La 
síntesis y ensamblaje del holoenzima Rubisco requiere un control coordinado de procesos 
cloroplásticos y citosólicos que involucran modificaciones post-traduccionales y la 
asistencia de proteínas auxiliares denominadas chaperonas (Barraclough & Ellis, 1980; 
Gatenby & Ellis, 1990). La subunidad pequeña no está directamente implicada en la 
catálisis, pero la aumenta en más de dos órdenes de magnitud (Andrews, 1988) e interviene 
en su especificidad por el CO2 frente al O2 (Spreitzer et al., 2005), siendo el octámero de 
subunidades grandes el que mantiene la actividad carboxilasa (Morrel et al., 1997). El sitio 
activo de la proteína se localiza en la interconexión intra-dímeros, entre el dominio 
carboxi-terminal de una subunidad grande y el dominio amino-terminal de la segunda 
subunidad grande del dímero, de manera que la molécula hexadecamérica consta de 8 
centros activos, en los que tiene lugar la carboxilación (Knight et al., 1990). 
La Rubisco posee una serie de características, tales como, una lenta velocidad catalítica 
(Parry et al., 2007), una baja afinidad por el CO2 atmosférico y la posibilidad de emplear 
O2 como sustrato alternativo en el proceso competidor con la fotosíntesis, la 
fotorrespiración, que hacen que sea notoriamente ineficiente como enzima inicial fijadora 
de CO2 en la fotosíntesis (Portis, 2003; Portis & Parry, 2007; Andersson, 2008). Por ello, 
las plantas deben de localizar más de un 50% de la proteína soluble de la hoja en Rubisco 
(Ellis, 1979). Además, dicho enzima depende de moléculas efectoras para modular su 
actividad y de proteínas auxiliares para controlar su estado de activación (Rubisco 
activasa) y mediar su correcto plegamiento y ensamblaje en la célula (chaperonas) 
(Andersson, 2008).  
La actividad catalítica de la Rubisco es regulada por un mecanismo único de regulación 
post-traduccional que incluye la carbamilación reversible de un grupo ε-amino en un 
residuo lisina en el centro activo de la proteína (Lorimer & Miziorko, 1980) y 
estabilización posterior del carbamato en presencia de cationes magnesio (Figura 6). 
Durante la catálisis tienen lugar cambios conformacionales en el sitio activo de la proteína 
que facilitan su cierre. El mecanismo de cierre involucra movimientos del bucle 6 (bucle 
que conecta la cadena β 6 con la α-hélice 6 en el cañón α/β) del extremo carboxi-terminal 
(Duff et al., 2000) y del bucle del dominio amino-terminal de la subunidad grande 
adyacente del dímero (Taylor & Andersson, 1996; Duff et al., 2000). La importancia del 
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cañón α/β 6 para la catálisis y especificidad del enzima ha sido demostrada por selección 
genética y mutagénesis dirigida  (Chen & Spreitzer, 1989). Estudios que han puesto 
también de manifiesto que el extremo carboxi-terminal no es absolutamente necesario para 
la catálisis, aunque es requerido para conseguir la máxima actividad y estabilidad 
enzimática (Gutteridge et al., 1993; Esquivel et al., 2002). El bucle 6 goza de una gran 
flexibilidad y sus movimientos desde una conformación cerrada a otra abierta van ligados 
al mecanismo catalítico de la Rubisco (Duff et al., 2000). Mientras que la conformación 
abierta se asocia con un sitio activo de la proteína carente de ligandos unidos o bien 









Figura 6. (A) Regulación de la actividad catalítica de la Rubisco. Se muestran los pasos necesarios para que 
tenga lugar la carbamilación del enzima, cuyos detalles se explican en el texto. Se representa la Rubisco 
descarbamilada [E], el enzima descarbamilado con inhibidores (I: RuBP o XuBP) unidos a los sitios activos 
de la proteína [E.I], el enzima carbamilado con los sitios activos catalíticamente competentes [E.CO2.Mg
2+] y 
finalmente el enzima carbamilado con los sitios catalíticos ocupados por inhibidores fuertemente unidos 
(CA1P [2-carboxiarabinitol-1-fosfato], PDBP [pentodiulosa bisfosfato] y KABP [3-cetoarabinitol-1,5-
bisfosfato]) [E.CO2.Mg
2+.I]. (B) Regulación de la Rubisco dependiente de la luz mediada por el inhibidor 
natural el CA1P (Parry et al., 2008). 
 
La conformación cerrada es generada y estabilizada por la unión fuerte de ligandos 
como la RuBP o la xilulosa-1,5-bisfosfato (XuBP) al enzima no carbamilado, o la unión al 
enzima carbamilado del 2-carboxiarabinitol-1-fosfato (CA1P) u otros azúcares fosfato que 
actúan como inhibidores del enzima (Andrews et al., 1995) y dificultan la catálisis (Duff et 
al., 2000). Por ello la Rubisco para ser activa “in vivo” requiere la acción continuada de 
una proteína conocida como Rubisco activasa (Figura 6) que facilita la eliminación 
dependiente de ATP de los azúcares fosfato unidos al sitio activo del enzima, convirtiendo 
los sitios activos de la Rubisco de una conformación cerrada, e inactiva, a una 
conformación abierta, potencialmente activa (Andrews et al., 1995; Spreitzer & Salvucci, 
2002; Portis, 2003). La conversión de la conformación cerrada a la abierta no sólo libera 
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los sitios activos de la Rubisco de los inhibidores, sino que requiere también de la 
activación espontánea por carbamilación y unión de magnesio (Figura 6), del modo 
anteriormente mencionado, pre-requisito para la unión de la RuBP y catálisis consiguiente 
(Spreitzer & Salvucci, 2002). 
La Rubisco activasa se ha mostrado que es un miembro de la familia de proteínas AAA+ 
(ATPasas asociadas con diversas actividades celulares) que incluye a una amplia variedad 
de proteínas con funciones como la chaperonas, típicamente involucradas en la alteración 
de estructuras moleculares y macromoleculares. El cambio de conformación mediado por 
la activasa depende de la hidrólisis de ATP y por tanto del pH estromal, constituyendo las 
bases de la regulación de la Rubisco por luz (Zhang et al., 2002). Se ha mostrado que la 
Rubisco activasa consta de dos isoformas (Werneke et al., 1989) y que la actividad activasa 
se regula por la razón ADP/ATP y la respuesta es modificada por cambios redox en la 
isoforma mayor, mediados por la tiorredoxina-f (Zhang & Portis, 1999).  
La regulación enzimática dependiente de la luz puede también ser mediada por un 
inhibidor natural en plantas, el 2-carboxiarabinitol-1-fosfato (CA1P), que se asemeja al 3-
cetoarabinitol bisfosfato que se produce en el centro activo por una mala protonación de la 
RuBP, y se acumula en la oscuridad y condiciones de baja intensidad luminosa (Figura 6). 
La liberación del CA1P del sitio activo de la Rubisco es facilitada por la Rubisco activasa 
(Robinson & Portis, 1988) y su degradación posterior debida a una fosfatasa específica 
(Gutteridge & Julien, 1989; Holbrook et al., 1989). Algunas plantas, como en el trigo, 
carecen de este inhibidor nocturno, en cambio, tienen un inhibidor diurno la pentodiulosa 


































La carboxilación involucra al menos cuatro etapas, posiblemente cinco, y tres estados 
de transición (Figura 7); enolización de la RuBP, carboxilación del 2,3-enodiolato, 
hidratación de la cetona resultante, escisión de la unión carbono-carbono y protonación 
estereoespecífica del carboxilato resultante de uno de los 3PGA producidos (Andersson, 
2008). 
La Rubisco cataliza la carboxilación y la oxigenación de la RuBP, siendo el CO2 y el O2 
mutuamente competitivos por el sitio activo de la subunidad grande del enzima. Mientras 
que la carboxilación explica la fijación neta de CO2, la oxigenación conduce a la pérdida 
de CO2 en la ruta fotorrespiratoria (Laing et al., 1974). La oxigenación de la RuBP produce 
una molécula de 3PGA, que es metabolizada a través del CFRC, y una molécula de 2-
fosfoglicolato, molécula de uso limitado para la mayoría de los organismos. Aunque parte 
del carbono del 2-fosfoglicolato es rescatado a través de la fotorrespiración (Figura 8), tras 
su desfosforilación a glicolato y posterior transformación a glicina; que junto a otra glicina, 
libera CO2, amonio y serina. El amonio es asimilado en el cloroplasto mediante el ciclo de 
la GS/GOGAT (glutamina sintetasa/glutamato sintasa) y la serina transformada en 3PGA, 
con consumo de ATP y NADPH, el cual es asimilado nuevamente en el ciclo CFRC, 













Figura 8. Esquema de la ruta fotorrespiratoria. El reciclaje de 2-fosfoglicolato a 3PGA en el ciclo 
fotorrespiratorio (ciclo C2) contempla una serie de reacciones enzimáticas que requiere el concurso 





































El resultado de la actividad oxigenasa es una pérdida constante de RuBP, unida a un 
descenso de la eficiencia de la fijación de carbono hasta un 50% (Schneider et al., 1992), 
que junto al consumo de ATP y poder reductor, disminuye la eficiencia energética de la 
fotosíntesis. Aspectos que tendrán implicaciones en el rendimiento de los cultivos, el uso 
del nitrógeno y el agua por las plantas y en el ciclo global del carbono. Si bien, se ha 
propuesto que en ciertas circunstancias tal consumo energético pudiera ser beneficioso; por 
ejemplo, pudiendo funcionar como un sumidero, disipando el exceso de energía en 
condiciones fotoinhibitorias cuando la disponibilidad de CO2 es limitada (Osmond, 1981). 
En las últimas décadas, la Rubisco ha sido objeto de numerosos estudios de 
manipulación genética enfocados a mejorar sus propiedades catalíticas, por su importancia 
en la fijación del carbono. Sin embargo, hasta la fecha, se carece de información 
exhaustiva sobre las diferencias de especificidad de la Rubisco entre especies vegetales, los 
residuos que puedan mejorar la especificidad del enzima por el CO2 o el O2, o la eficiencia 
catalítica en la carboxilación; si bien parece plausible que con la emergencia de nuevas 
tecnologías como la genómica y la proteómica se avance en el esclarecimiento de dichos 
aspectos, que ayudarán a su vez a la comprensión del proceso fotosintético. 
1.4.2. Biosíntesis de fotoasimilados  
La sacarosa y el almidón constituyen los productos primarios de la asimilación 
fotosintética del carbono en las hojas de la mayoría de las plantas (Zeeman et al., 2007). El 
carbono fijado durante el día puede ser exportado desde el cloroplasto al citosol, como 
triosas fosfato a través del translocador de TP (Flügge et al., 1989), haciendo posible la 
síntesis de sacarosa. Dicho carbohidrato es posteriormente cargado al floema de los tejidos 
fuente (hojas maduras) para ser distribuido a órganos heterotróficos de la planta -raíces, 
semillas, hojas en desarrollo, frutos o tubérculos- y empleado en procesos de crecimiento 
activo, en la biosíntesis de celulosa, de carbohidratos de almacenaje -almidón y fructanos- 
o lípidos (Fallai et al., 2008). El almidón, por su parte, es sintetizado al mismo tiempo que 
la sacarosa en hojas, mediante una ruta gluconeogénica que tiene lugar en el cloroplasto. El 
almidón comprende polímeros de glucosa que son empaquetados formando gránulos 
densos (Buléon et al., 1998; Zeemann et al., 2002) y representa un almacenaje transitorio 
de carbono, que es movilizado durante la noche para soportar el metabolismo de la hoja y 





1.4.2.1. Síntesis de almidón  
Es comúnmente aceptado que la biosíntesis de almidón (Figura 5) en hojas verdes tiene 
lugar exclusivamente en el cloroplasto (Lunn, 2007), siendo el almidón el producto final de 
la ruta en la que la ADPglucosa pirofosforilasa (AGPasa) utiliza la glucosa-1-fosfato (G1P) 
y el ATP generado fotoquímicamente para sintetizar ADPglucosa, que sirve como donador 
inmediato de glucosilos para la almidón sintasa (Preiss, 1988). La reacción catalizada por 
la AGPasa cloroplástica se considera el principal paso limitante del proceso biosintético, 
por tratarse de un enzima altamente regulado en todas las plantas analizadas (Ballicora et 
al., 2004). Sin embargo, se ha mostrado que en el endospermo de cereales, como trigo, 
maíz, cebada y arroz, la actividad AGPasa tiene una localización citosólica, y la 
ADPglucosa necesaria para la síntesis de almidón es generada en el citosol e importada por 
los amiloplastos vía un transportador específico localizado en la membrana de los 
amiloplastos (Denyer et al., 1996; Sikka et al., 2001; Tetlow et al., 2003). Además, la 
localización plastidial generalmente aceptada para la síntesis de ADPglucosa en otras 
especies y órganos ha sido cuestionada recientemente por la propuesta de que la 
ADPglucosa es sintetizada en el citosol no por la AGPasa sino por la sacarosa sintasa 
(Baroja-Fernández et al., 2004). Sin embargo, es difícil conciliar dicha proposición en base 
a la amplitud de evidencias genéticas y bioquímicas que ponen de manifiesto que la 
AGPasa plastidial proporciona la mayoría de la ADPglucosa para la biosíntesis de almidón 
(Neuhaus et al., 2005; Lunn et al., 2007).    
En cloroplastos de tejidos fotosintéticos, la AGPasa es alostéricamente activada por 
3PGA e inhibida por Pi (Kleczkowski et al., 1993). En órganos de almacenaje, sin 
embargo, el papel de la regulación alostérica de la AGPasa es menos evidente, ya que tanto 
el endospermo del trigo (Olive et al., 1989) como los embriones de guisante (Hylton & 
Smith, 1992) y judía (Weber et al., 1995) poseen isoformas con baja sensibilidad o 
insensibles a la regulación 3PGA/Pi. Se ha mostrado también la regulación a nivel 
transcripcional de esta ruta biosintética, de manera que la sacarosa y glucosa aumentan la 
expresión de varios genes de AGPasa en plantas (Salanoubat & Belliard, 1989; Müller-
Röber et al., 1990; Krapp & Stitt, 1995). Además, la trehalosa, carbohidrato 
estructuralmente similar a la sacarosa cuyo papel atribuido en plantas es el de agente 
protector frente al estrés, aumenta también la expresión de uno de los genes que codifica la 
subunidad grande de la AGPasa en Arabidopsis (Wingler et al., 2000). Sin embargo, el 




la síntesis de almidón (Scheible et al., 1997a); el fosfato reprime también la expresión del 
enzima (Nielsen et al., 1998). 
Finalmente, una de las aportaciones más recientes al estudio de la biosíntesis de 
almidón es el descubrimiento de que la AGPasa está sujeta a regulación redox post-
traduccional que proporciona un nuevo mecanismo para ajustar la velocidad de síntesis de 
almidón al suministro de sacarosa en tubérculos de patata (Tiessen et al., 2002). El 
mecanismo involucra la formación de un puente de cisteína entre las subunidades 
catalíticas del heterotetrámero de la AGPasa, que afecta a las propiedades cinéticas del 
enzima por alteración de su afinidad por el sustrato y por modificación de su sensibilidad a 
efectores alostéricos. Mostrándose con posterioridad que la AGPasa en hojas de 
Arabidopsis, guisante y patata está también sujeta a regulación redox post-traduccional 
(Hendrick et al., 2003). Además, se han mostrado evidencias de que tanto la sacarosa como 
la glucosa conducen a una activación redox de la AGPasa por medio de rutas diferentes 
que involucran la SnRK1 y la hexoquinasa endógena, respectivamente (Tiessen et al., 
2003). El mencionado mecanismo de regulación post-traduccional de la AGPasa permitirá 
que la síntesis de almidón sea regulada en respuesta a la luz y los niveles de azúcares en la 
hoja, complementando el sistema de regulación que coordina el flujo de metabolitos con el 
reciclado de fosfato durante la fijación del carbono fotosintético y la síntesis de sacarosa 
(Tiessen et al., 2003). 
1.4.2.2. Síntesis de sacarosa  
La sacarosa, como se ha mencionado con anterioridad, es el principal producto de la 
fotosíntesis exportado desde las hojas para suministrar al resto de la planta el carbono y la 
energía necesaria para el crecimiento y la síntesis de reservas de almacenaje (Lunn & 
Furbank, 1999). La sacarosa, en sí misma, es el principal compuesto de almacenaje en 
algunas plantas, tal es el caso del tallo de la caña de azúcar, la raíz de la remolacha 
azucarera y los frutos de ciertas especies vegetales (Lunn & MacRae, 2003). Si bien, bajo 
ciertas condiciones ambientales, la sacarosa es acumulada como mecanismo de protección 
frente al estrés como ocurre con las temperaturas bajas (Strand et al., 2003) y la sequía 
(Yang et al., 2001). Además, se han mostrado evidencias de que la sacarosa en plantas 
desempeña una función señalizadora, modulando la expresión de varios genes que 
codifican enzimas involucrados en diferentes rutas metabólicas (Ciereszko et al., 2001; 
Stitt et al., 2002), transportadores (Vaughn et al., 2002) y proteínas de almacenaje 
(Zourelidou et al., 2002). Junto a genes que están involucrados en la división celular y 
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diferenciación (Ohto et al., 2001) y el control de procesos de desarrollo; entre los que se 
incluyen, la inducción de la floración (Ohto et al., 2001), la diferenciación de tejidos 
vasculares (Uggla et al., 2001), desarrollo de semillas (Iraqi & Tremblay, 2001) y 
acumulación de productos de reserva (Rook et al., 2001; Davoren et al., 2002). Por tanto, 
la sacarosa no sólo proporciona el combustible para el crecimiento de las plantas sino que 
también parece tener influencia sobre su propio destino. Sin embargo, los detalles de las 
rutas de señalización por azúcares no han sido esclarecidos, y se especula sobre la 
interacción de estas rutas con la de señalización de hormonas (Rook et al., 2001; 
Finkelstein & Gibson, 2002). 
La sacarosa es fundamentalmente sintetizada en el citosol de las células del mesófilo de 
las hojas a partir de las triosas fosfato que son exportadas desde el cloroplasto vía el 
translocador de TP (Figura 5) (Stitt et al., 1987). La ruta de síntesis opera tanto en tejidos 
fotosintéticos como heterotróficos y, en general, se asume que el enzima clave que controla 
el flujo del carbono en sacarosa es la sacarosa fosfato sintasa (SPS) (Huber & Huber, 1996) 
que cataliza la síntesis de sacarosa-6-fosfato, la cual es posteriormente hidrolizada por la 
sacarosa fosfatasa produciendo sacarosa y Pi (Lunn & MacRae, 2003). Recientemente se 
han mostrado evidencias de la presencia de sacarosa en el cloroplasto (Gerrits et al., 2001), 
indicativo por una parte de que la envuelta del cloroplasto es menos impermeable a la 
sacarosa de lo que inicialmente se pensaba, y por otra, que la sacarosa pudiera estar 
directamente involucrada en la regulación fotosintética y de otros procesos de los plastidios 
(Tiessen et al., 2002; Oswald et al., 2001).  
En plantas C3 se han descrito dos mecanismos de control básicos para la regulación de 
la síntesis de sacarosa ejercidos a nivel de los enzimas: (i) fructosa-1,6-bisfosfatasa 
citosólica (FBPasa citosólica) y (ii) sacarosa fosfato sintasa. 
(i) Fructosa-1,6-Bisfosfatasa Citosólica  
Cataliza la conversión de la fructosa-1,6-bisfosfato en fructosa-6-P (Stitt, 1990). La 
actividad del enzima es regulada por un potente inhibidor alostérico, la fructosa-2,6-
bisfosfato (F2,6bisP); metabolito que no sólo contribuye a la coordinación de la síntesis de 
sacarosa con la velocidad de fijación de CO2 sino que indirectamente participa en el control 
de la partición de asimilados entre sacarosa y almidón (Stitt, 1990; Markham & Kruger, 
2002).  
Los niveles de F2,6bisP dependen de los enzimas responsables de su síntesis y 




(F2,6bisPasa), respectivamente (Okar et al., 2001). Ambas actividades residen en un 
enzima bifuncional F2KP sujeto a una compleja regulación alostérica por metabolitos 
(Markham & Kruger, 2002; Villadsen & Nielsen, 2001). La actividad F6P2K es estimulada 
por fructosa-6- fosfato (F6P) y Pi e inhibida por esteres fosfato de tres átomos de carbono, 
entre los que se incluyen el 3PGA y la DHAP, mientras que la actividad F2,6bisPasa es 
inhibida por F6P y Pi. Estas propiedades permiten que el nivel de F2,6bisP responda 
sensiblemente a la disponibilidad de fotosintatos y a la acumulación de sacarosa (Nielsen 
et al., 2004). 
(ii) Sacarosa Fosfato Sintasa 
La SPS es un enzima altamente regulado que cataliza la penúltima reacción en la 
síntesis de sacarosa en plantas (Toroser et al., 2000), en concreto la síntesis de sacarosa-6-
fosfato a partir de UDPglucosa y F6P. Su actividad es controlada por una jerarquía de 
mecanismos que involucran modificaciones post-traduccionales, control directo por 
efectores alostéricos (Huber & Huber, 1996) e interacciones proteína-proteína con la 
implicación de proteínas 14-3-3 (Toroser et al., 1998). Las plantas contienen varias 
isoformas de SPS que parecen ser, al menos en parte, funcionalmente distintas 
(Langenkämper et al., 2002; Chen et al., 2005). En Arabidopsis se ha puesto de manifiesto 
la presencia de cuatro genes que codifican dicha enzima (Langenkämper et al., 2002), 
dichos genes de SPS de Arabidopsis y todas las secuencias de SPS de plantas conocidas se 
engloban en tres familias -A, B y C-, con divisiones entre familias en monocotiledóneas y 
dicotiledóneas. Se estima que todas las plantas superiores contienen al menos una forma 
representativa de cada familia SPS en su genoma y que un miembro de cada familia es 
expresado, aunque una isoforma puede predominar (Langenkämper et al., 2002; Lunn & 
MacRae, 2003). La comprobación de que las plantas tienen una multiplicidad de genes 
SPS complica la interpretación de muchos estudios previos de dicho enzima, los cuales 
estuvieron basados en asumir la uniformidad de las estimaciones de actividad SPS, estado 
de activación/fosforilación o expresión génica (Lunn & MacRae, 2003). 
Este enzima clave de la ruta biosintética de sacarosa es modulado reversiblemente por 
transiciones luz/oscuridad y el mecanismo responsable se fundamenta en cambios en el 
estado de fosforilación del enzima (Huber et al., 1989). En la luz, la SPS es activada por 
desfosforilación catalizada por una proteína fosfatasa del tipo 2A (Siegl et al., 1990) y, en 
la oscuridad, es inactivada por fosforilacion mediada por una quinasa (Huber & Huber, 
1992), proteína quinasa III (PKIII) (McMichael et al., 1995; Toroser & Huber, 1997). Al 
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menos dos tipos de proteínas quinasas han sido implicadas en la fosforilación de la SPS: 
una proteína quinasa (SnRK1) relacionada con las proteínas quinasas de sacarosa no 
fermentantes de levadura (SNF1) (Sugden et al., 1999; Winter & Huber, 2000) y una 
proteína quinasa dependiente de calcio (CDPK) (Winter & Huber, 2000). Huang & Huber 
(2001) mostraron evidencias de que las SPS de dicotiledóneas son principalmente 
moduladas por SnRK1, mientras que tanto las SnRK1 como las CDPK podrían fosforilar 
SPS de monocotiledóneas. 
La fosforilación del enzima ocurre en varios residuos serina de la proteína, de los cuales 
tres se conoce que son importantes para la regulación (Winter & Huber, 2000). La 
fosforilación reversible de la serina 158 y de la serina 424 en espinaca, parece ser 
responsable de la modulación luz/oscuridad (Toroser et al., 1999) y de la activación por 
estrés osmótico (Toroser & Huber, 1997), respectivamente. Mientras que la fosforilación 
de la serina 229 promueve la interacción dependiente de magnesio con las proteínas 14-3-3 
(Toroser et al., 1998), que parece inhibir la actividad SPS. Aunque el papel de esta 
asociación con proteínas 14-3-3 no está claro, pudiera facilitar la interacción del enzima 
con otras proteínas como la SPS fosfatasa o la UDPglucosa pirofosforilasa (Winter & 
Huber, 2000). 
Finalmente, el enzima es alostéricamente regulado por ciertos metabolitos, siendo la 
glucosa-6-fosfato (G6P) -activador- y el Pi  -inhibidor-, los cuales no sólo actúan como 
efectores alostéricos del propio enzima, sino también como efectores de los enzimas de 
interconversión de la SPS. El Pi inhibe la SPS fosfatasa que desfosforila y activa el enzima 
(Weiner et al., 1992) y la G6P inhibe la proteína quinasa (Toroser et al., 2000). Estos 
cambios metabólicos desempeñarán un papel importante en la regulación de la velocidad 
de síntesis de sacarosa con la velocidad fotosintética (Huber & Huber, 1992).  
1.4.2.3. Síntesis de fructanos 
Junto a la sacarosa y el almidón existe un tercer carbohidrato de reserva en plantas, los 
fructanos, que son polímeros lineales o ramificados de fructosa (Vijn & Smeekens, 1999), 
constituidos por una molécula de sacarosa con fructosas adicionales unidas con enlaces 
β(2,1) y β(2,6) (Gadegaard et al., 2008). Son compuestos de almacenaje en cerca de un 
15% de las angiospermas (Hendry, 1993) y entre las especies acumuladoras de fructanos 
destacan cereales de gran cultivo como -el trigo y la cebada-, junto a otras gramíneas -
Lolium, Festuca-, hortalizas -cebolla, lechuga, alcachofa y achicoria- y ciertas plantas 




carbohidratos, solubles en agua, difieren unos de otros en su longitud (grado de 
polimerización), ramificaciones, tipo de uniones entre fructosas adyacentes y posición del 
residuo de glucosa (Lasseur et al., 2006). Los fructanos junto a su papel en la partición de 
asimilados (Pollock & Cairns, 1991), están involucrados en la resistencia a estreses 
ambientales como el frío (Tognetti et al., 1990; Pérez et al., 2001) y la sequía (Roover et 
al., 2000; Hincha et al., 2002). Se ha sugerido que actúan como osmoprotectores, 
participando en la estabilización de membranas (Konstantinova et al., 2002; Hincha et al., 
2002; Van den Ende et al., 2005). Parece ser que desempeñan un papel importante durante 
el llenado del grano (Willenbrink et al., 1998; Morvand-Bertrand et al., 2001) y facilitan la 
descarga de sacarosa al floema y el mantenimiento del potencial osmótico, asegurando un 
aumento celular en las zonas de elongación (Pavis et al., 2001; Pollock et al., 2003). 
Recientemente, han adquirido importancia como alimentos funcionales o saludables, ya 
que son compuestos prebióticos que promueven selectivamente bacterias beneficiosas para 
el colon -lactobacillus y bifidobacterias- (Van Laere & Van den Ende, 2002; Ritsema & 
Smeekens, 2003) y estimulan la reabsorción de calcio además de contribuir al descenso de 
los niveles de insulina, fosfolípidos, colesterol y triacilglicerol en el suero sanguíneo 
(Ritsema & Smeekens, 2003), desempeñando posiblemente un importante papel en la 
prevención de cáncer de colon, osteoporosis, diarreas infecciosas o enfermedades 
cardiovasculares (Roberfroid & Delzenne, 1998). 
Los fructanos pueden almacenarse tanto en el grano como en órganos vegetativos, hojas 
y tallo, dependiendo del estado de desarrollo de la planta y condiciones ambientales, tales 
como, intensidad luminosa, suministro de agua, temperatura y nutrición (Wang & Tillberg, 
1996; Van der Meer et al., 1994; Yang et al., 2004; Morcuende et al., 2004a, 2005). En 
plantas se han identificado cinco tipos de fructanos (Tabla 1), que difieren 
estructuralmente, y varían en el tipo de uniones glicosídicas: serie inulina formados por 
unidades de fructofuranosil unidas por enlaces lineales β(2,1), los cuales se encuentran 
principalmente en dicotiledóneas; serie levanos formados por unidades de fructofuranosil 
unidas por enlaces β(2,6); la serie levano mixto comprende fructanos más complejos, 
ramificados, con uniones β(2,1) y β(2,6) tipo gramíneas, comunes en monocotiledóneas; 
mientras que las neoseries inulina y levanos presentan enlaces β(2,1) y β(2,6), 
respectivamente (Vijn et al., 1997; Vijn  & Smeekens, 1999; Chalmers et al., 2005).  
La sacarosa es el sustrato para la biosíntesis de fructanos, la cual tiene lugar en la 
vacuola por acción de fructosiltransferasas especializadas (Figura 5) (Pollock & Cairns, 
1991). La adición de una fructosa a uno de los tres grupos hidroxilo de la sacarosa genera 
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uno de los tres diferentes trisacáridos básicos, 1-cestosa, 6-cestosa o neocestosa (6G-
cestosa) (Tabla 1), precursores de todos los fructanos de mayor grado de polimerización 
(French, 1989). La síntesis de fructanos se inicia por la transferencia de un fructosilo de 
una molécula de sacarosa a otra para formar un trisacárido (1-cestosa) y glucosa, reacción 
catalizada por la sacarosa:sacarosa 1-fructosiltransferasa (1SST) (Vijn et al., 1998). La 
sacarosa:fructano 6-fructosiltransferasa (6SFT) transfiere un grupo fructosilo a la fructosa 
intermedia de una cestosa para producir bifurcosa (1,6-cestotetraosa), un fructano 
ramificado (Sprenger et al., 1995). La fructano:fructano 1-fructosiltransferasa (1FFT) 
cataliza la formación y extensión de fructanos con uniones β(2,1) en las Asteraceas 
(Bonnett et al., 1997; Vergauwen et al., 2003) y las Poaceas (Kawakami & Yoshida, 2005). 
Un enzima diferente es el encontrado en las Asparagaceas la fructano:fructano 6G-
fructosiltransferasa (6G-FFT) que cataliza una transfructosilación desde 
fructooligosacáridos al C6 del residuo de glucosa de la sacarosa (Ritsema et al., 2003; 






Tabla 1. Tipos de fructanos identificados en plantas (Chalmers et al., 2005). 
 
Las fructosiltransferasas necesarias para la producción de fructanos en plantas 
superiores son la 1SST, 1FFT, 6SFT y la 6G-FFT (Sprenger et al., 1995; Van den Ende & 
Van Laere, 1996; Vijn et al., 1997). Sin embargo, ninguna especie vegetal investigada 
hasta la fecha, se ha encontrado que disponga de los cinco tipos de fructanos aislados y los 
cuatro genes que codifican las fructosiltransferasas. Siendo tres fructosiltransferasas -
1SST, 1FFT y 6SFT- el máximo número de enzimas clonadas y caracterizadas en una 
misma especie, caso del trigo (Kawakami & Yoshida, 2002, 2005). 
Se ha mostrado que tanto la iluminación como la incubación de hojas con sacarosa 
inducen la síntesis de fructanos. Además, la sacarosa o análogos de sacarosa, aumentan la 
expresión y actividad de los enzimas involucrados en su síntesis (Müller et al., 2000), en 
especial la 6SFT. De manera que la sacarosa es no sólo el sustrato para la síntesis de 
fructanos sino un efector para la inducción de la actividad fructosiltransferasa (Sprenger et 
Neocestosaβ(2,6)NEOSERIE LEVANOS
Neocestosa (F2-6G1-2F)β(2,1)NEOSERIE  INULINA
1-cestosa y 6-cestosaβ(2,1) y β(2,6)LEVANO MIXTO
6-cestosa (G1-2F6-2F)β(2,6)SERIES LEVANOS
1-cestosa (G1-2F1-2F)β(2,1)SERIE INULINA




al., 1995). Estudios con hexosas susceptibles de ser fosforiladas por hexoquinasa no 
produjeron una acumulación de fructanos, lo que sugiere que la regulación de la síntesis de 
fructanos es independiente de la hexoquinasa, pudiendo posiblemente asociarse a la 
sensibilización por sacarosa (Müller et al., 2000). Las proteínas quinasas y fosfatasas están 
involucradas en la inducción de fructosiltransferasas (Martínez et al., 2001). Ciertos 
estreses ambientales, algunos de los cuales se han mencionado con anterioridad, como la 
sequía (Roover et al., 2000), temperaturas bajas (Tognetti et al., 1990; Pérez et al., 2001), 
disminución del tamaño de la espiga (Martínez-Carrasco et al., 1993) o deficiencia en 
nitrógeno (Wang et al., 2000) conducen a una mayor acumulación de fructanos. Además, 
ciertos nutrientes, como el nitrato y el fosfato, inhiben la síntesis de fructanos. Sin 
embargo, el mecanismo es bien diferente, mientras el nitrato es una señal negativa para la 
expresión de las fructosiltransferasas, independiente de la señalización por carbohidratos 
(Morcuende et al., 2004a); el fosfato inhibe la actividad SPS reduciendo el sustrato para la 
síntesis de fructanos (Morcuende et al., 2005). 
1.5. Metabolismo del nitrógeno 
1.5.1. Asimilación de nitrógeno  
El crecimiento y desarrollo de las plantas requiere nutrientes, agua, CO2, temperatura y 
luz, dentro de un rango, que suele ser dependiente del genotipo (Andrews et al., 2001). 
Generalmente, en plantas superiores los nutrientes y el agua son captados del suelo por la 
raíz, mientras que el CO2 y la luz son recursos adquiridos por la parte aérea (Lawlor, 2002; 
Andrews et al., 2001). El nitrógeno (N) es el nutriente mineral necesitado en mayor medida 
por las plantas (Crawford, 1995) y el principal constituyente de proteínas, ácidos nucleicos, 
ciertos cofactores y metabolitos secundarios (Marschner, 1995; Scheible et al., 2004). El N 
afecta a todas las funciones de la planta, desde el metabolismo a la distribución de los 
recursos, así como el crecimiento y desarrollo, incluyéndose cambios en la arquitectura de 
la raíz, senescencia, floración, tuberización etc. (Stitt, 1999; Stitt & Krapp, 1999). La 
disponibilidad de nitrógeno se considera el principal factor nutricional limitante de la 
productividad de los cultivos agrícolas (Good et al., 2004; Karungi et al., 2006; Barbanti et 
al., 2007) y, en particular, de los cereales como el trigo (Hirel et al., 2007). Aunque el 
nitrógeno está presente en la atmósfera, es a menudo un nutriente limitante ya que sólo 
algunas plantas, en asociación simbiótica con bacterias, son capaces de utilizar esta fuente 
de nitrógeno. Tal es el caso de las leguminosas, en las que el dinitrógeno atmosférico es 
convertido a amonio por la actividad nitrogenasa presente en la bacteria rhizobium que 
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establece una interacción simbiótica, vía órganos especializados de la raíz denominados 
nódulos; siendo el amonio generado rápidamente asimilado en compuestos nitrogenados 
que son exportados fuera de los nódulos (Hodges, 2002). Formas orgánicas de nitrógeno, 
las cuales pueden encontrarse temporalmente en los suelos en concentraciones elevadas, 
como la urea, pueden ser asimiladas por las plantas, aunque suelen ser rápidamente 
convertidas a amonio y nitrato por los microorganismos del suelo (Andrews et al., 2004). 
En suelos no mejorados, los aminoácidos pueden también estar disponibles y ser 
adquiridos directamente por las plantas (Bardgett et al., 2003). Sin embargo, existen 
evidencias de que el nitrato (NO3
-) y el amonio (NH4
+) son las formas principales de 
nitrógeno absorbidas y asimiladas por la mayoría de las plantas superiores que no son 
fijadoras de nitrógeno, las cuales proceden de la mineralización de la materia orgánica o de 
los fertilizantes (Raven et al., 1992; Lea & Azevedo, 2006). Mientras que el amonio es la 
forma reducida de nitrógeno captada por las plantas del suelo para su asimilación y empleo 
posterior en la biosíntesis de aminoácidos y proteínas, vía el ciclo GS/GOGAT, ruta que 
comprende los enzimas glutamina sintetasa (GS) y glutamato sintasa (GOGAT); el nitrato 
debe ser reducido a amonio por la acción secuencial de los enzimas citosólicos y 
cloroplásticos, nitrato reductasa (NR) y nitrito reductasa (NiR), respectivamente (Lea & 
Ireland, 1999; Hodges, 2002), permitiendo de este modo su  posterior incorporación en 
materia orgánica (Marschner, 1995) (Figura 9). Por ello, la ruta GS/GOGAT desempeña un 
papel importante en la asimilación del nitrógeno, ya que la glutamina y el glutamato 
producidos podrán ser empleados como precursores para la biosíntesis de otros compuestos 
nitrogenados, entre los que se incluyen aminoácidos, nucleótidos, clorofilas, poliaminas y 









Figura 9. Procesos metabólicos que generan amonio, junto a su asimilación y transporte (Adaptado de 







































A pesar de la existencia de diferentes fuentes de nitrógeno, se sabe que la mayoría de las 
plantas cultivadas emplean nitrato. Nutriente que es adquirido a través de la membrana 
plasmática de las células epidérmicas y corticales de la raíz, y bien puede ser reducido y 
asimilado en la propia raíz, o en las hojas, dependiendo de las especies vegetales y la 
disponibilidad de nitrógeno (Crawford, 1995; Orsel et al., 2002); o puede ser transportado 
a las partes aéreas de la planta como NO3
- o como productos de su asimilación, asparragina 
y/o glutamina; o bien, su destino, puede ser el almacenaje en vacuolas de la raíz o de los 
órganos aéreos. Siendo varios los factores fisiológicos, genéticos y ambientales que 
condicionarán la asimilación, distribución o almacenaje de nitrato en la planta (Crawford et 
al., 2000). El nitrato almacenado en la vacuola servirá como reservorio para el 
mantenimiento de procesos de crecimiento en periodos en los que la disponibilidad de 
nitrógeno externo pudiera llegar a ser limitante (der Leij et al., 1998). Aunque en muchas 
especies vegetales de cultivo la asimilación primaria de N ocurre predominantemente en 
las hojas y es modulada en respuesta a la fotosíntesis (Kaiser & Foster, 1989; Pace et al., 
1990; Ferrario-Mery et al., 1998), por tratarse de procesos metabólicos estrechamente 
relacionados (ver apartado 1.6); en otras, especialmente las silvestres, el nitrato es 
asimilado en las raíces usando esqueletos carbonados y energía derivada del metabolismo 
respiratorio.  
Finalmente, es importante indicar que las plantas tienen que competir por el nitrógeno 
del suelo, con procesos bióticos y abióticos, tales como la erosión, filtración, consumo 
microbiano etc. Y para poder ser competitivas han desarrollado mecanismos complejos que 
les permiten la adquisición de nitrógeno a bajas concentraciones, el empleo de una 
variedad de formas de nitrógeno y la integración del metabolismo del  nitrógeno con el del 
carbono (Crawford, 1995). Mecanismos que les facilita el control de la velocidad de 
crecimiento, la razón carbono/nitrógeno, la concentración de reductores, balance de iones y 
pH y el flujo de asimilados a las células y al resto de la planta (Crawford et al., 2000) y, en 
definitiva, ajustar su crecimiento a la disponibilidad de dicho nutriente. Son varias las 
revisiones bibliográficas que discuten el papel del nitrógeno en la regulación del 
metabolismo y el desarrollo (Stitt, 1999; Stitt & Krapp, 1999; Scheible et al. 2004), 
algunos de cuyos aspectos más relevantes serán tratados a continuación. 
1.5.1.1. Absorción de nitrógeno 
Las plantas requieren más de quince elementos minerales para completar su ciclo de 
vida. Elementos que incluyen, por una parte, los nutrientes mayoritarios -nitrógeno, 
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fósforo, potasio, calcio, magnesio y azufre- y, por otra, una amplia variedad de 
micronutrientes, entre los que destacan el zinc y el hierro. Se sabe que las diferentes 
especies vegetales requieren cantidades variables de estos elementos minerales para crecer 
y que los diversos tipos de cultivo, ecotipos y variedades difieren en su capacidad para 
adquirir y utilizar los elementos minerales (Marschner, 1995). Además, es también 
conocido que la heterogeneidad en la disponibilidad de nutrientes del suelo es uno de los 
factores que más notablemente influye en el estado nutricional de las plantas, junto con la 
demanda de recursos por la propia planta, y las variaciones diurnas y estacionales en su 
velocidad de crecimiento (Glass et al., 2002). Si bien, de todos los nutrientes necesitados 
por las plantas, el nitrógeno es el demandado en mayor medida, y su deficiencia 
considerada uno de los factores limitantes de la productividad de los cultivos; y en 
ausencia de sequía, el factor más influyente en el control de la velocidad de acumulación 
de biomasa (Jensen et al., 1990).  
Las concentraciones de nitrógeno en solución en suelos agrícolas pueden variar en 
varios órdenes de magnitud (Jackson & Caldwell, 1993), siendo la situación incluso más 
variable en suelos naturales. El nitrógeno es también el nutriente más susceptible a 
pérdidas por desnitrificación y su disponibilidad afectada por el tipo de suelo, la fuente de 
nitrógeno, la rotación de los cultivos y la precipitación (Hatfield et al., 2001). Factores que 
han hecho necesario el uso de fertilizantes nitrogenados para conseguir una adecuada 
productividad y calidad de los cultivos (Marschner, 1995). Por ello, si en décadas pasadas, 
las prácticas agrícolas se basaban en aumentar la producción por aplicación masiva de 
fertilizantes nitrogenados; sin tener en consideración las consecuencias socioeconómicas y 
ecológicas implícitas (Schlegel et al., 1996; Cohen et al., 1996); en la actualidad, la 
adopción de prácticas agronómicas sostenibles en armonía con el medio ambiente, enfatiza 
la necesidad de aumentar la eficiencia en el uso del nitrógeno de los cultivos. Este 
parámetro ha sido definido como la producción de grano por unidad de nitrógeno 
disponible en el suelo (Moll et al., 1982), el cual estima el producto de la eficiencia en la 
absorción de N, que se correspondería con la capacidad de la planta para captar nitrógeno 
del suelo y la eficiencia en la utilización de N, que representaría la capacidad de la planta 
para transferir el nitrógeno al grano (Gallais & Hirel, 2004). En el caso de los cereales, que 
requieren elevadas cantidades de fertilizantes nitrogenados para maximizar la 
productividad, la eficiencia en el uso del nitrógeno estimada se encuentra en torno al 33% 
(Raun & Johnson, 1999). Por ello la productividad de los cultivos no depende únicamente 




entre las partes útiles o rentables económicamente de la planta (Jenkins & Mahmood, 
2003). Y es por lo que desde un punto de vista agronómico se considera que una mayor 
eficiencia en el uso del N permitiría una reducción del empleo de fertilizantes nitrogenados 
sin que tuviera lugar un descenso en la productividad (Gallais & Hirel, 2004; Hirel et al., 
2007). En base a ello, para la mayoría de los cultivos, los cultivares empleados en la 
actualidad se han seleccionado por su mayor capacidad para responder al nitrógeno 
aplicado (Andrews et al., 2004).   
1.5.1.1.1. Absorción de amonio 
Las plantas muestran bastante diversidad de estrategias en la absorción de nitrógeno, 
que se evidencian comparando distintas especies e individuos de una especie determinada 
que crecen en ambientes diferentes (Crawford & Glass, 1998). En muchos ecosistemas 
naturales y agrícolas, el NH4
+ es la fuente predominante de nitrógeno (Pearson & Steward, 
1993), tal es el caso de zonas boscosas y la tundra ártica, hábitats en los que las especies 
vegetales han llegado a especializarse en la absorción de dicha fuente de nitrógeno 
(Kielland, 1994; Stark & Hart, 1997). En suelos agrícolas en los que ambas formas de 
nitrógeno, NH4
+ y NO3
-, están presentes, la abundancia relativa de NH4
+ comparado con el 
NO3
-, en solución, es determinada por una serie de factores, entre los que destacan, la 
acumulación de materia orgánica, pH del suelo, temperatura, presencia de compuestos 
alelopáticos y oxigenación del suelo (Dijk & Eck, 1995). Típicamente, unos valores bajos 
de estos factores [¿también valores bajos de compuestos alelopáticos?], inhiben muchos 
microorganismos nitrificantes (Stark & Hart, 1997), conduciendo a mayores velocidades 
de amonificación que nitrificación (Eviner & Chapin, 1997). Si bien, la mayoría de las 
plantas absorben preferentemente amonio cuando ambas formas de nitrógeno están 
presentes, e incluso, cuando el nitrato pudiera superar al amonio en orden de magnitud 
(Gessler et al., 1998); principalmente porque el nitrato tiene que ser reducido antes de ser 
asimilado (von Wirén et al., 2000). Aunque ha sido mostrado también que el amonio 
inhibe fuertemente la captación de nitrato (Aslam et al., 1996). 
El amonio es una fuente de nitrógeno importante cuyo estado de oxidación no requiere 
su reducción en las células vegetales (Salsac et al., 1987) y es un intermediario de muchas 
reacciones metabólicas y procesos fundamentales de las plantas, como la reducción de 
nitrato, fotorrespiración, metabolismo de fenilpropanoides, degradación de amidas de 
transporte y catabolismo de proteínas (Joy, 1988). Sin embargo, sus concentraciones en 
tejidos vegetales suelen mantenerse bajas (Howitt & Udvardi, 2000). Habiéndose 
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apreciado síntomas de toxicidad en algunas, pero no todas, las plantas que se cultivan en 
NH4
+ como fuente exclusiva de nitrógeno (Britto & Kronzucker, 2002). 
Estudios fisiológicos en distintas especies vegetales han mostrado que la entrada de 
NH4
+ es multifásica, observándose al menos dos componentes cinéticamente diferentes 
para la absorción de amonio, uno de baja afinidad no saturable y otro de alta afinidad 
saturable (Ullrich et al., 1984; Wang et al., 1993). De manera que la absorción de amonio 
por las raíces tiene lugar gracias a una familia multigénica de transportadores de alta y baja 
afinidad (von Wirén et al., 2000; Glass et al., 2002). Los primeros genes involucrados en la 
adquisición de amonio fueron identificados en levaduras, y en Arabidopsis, por 
complementación funcional de un mutante de levadura defectivo en la absorción de 
amonio de alta afinidad (Ninnemann et al., 1994). En esta especie vegetal han sido 
identificados hasta seis genes pertenecientes a la familia de transportadores de amonio 
(AMT) (Glass et al., 2002), habiéndose presentado evidencias de la expresión de estos 
genes en los pelos radiculares de plantas (Lauter et al., 1996). Aparte de su papel central en 
la absorción de dicho nutriente, las proteínas AMT podrían actuar como sensores de 
amonio, como ocurre con los transportadores relacionados en levaduras (Lorenz & 
Heitman, 1998). 
Finalmente, el transporte de alta afinidad de amonio se ha demostrado sólo para los 
genes AMT1;1 de Arabidopsis (Ninnemann et al., 1994), mostrándose también que los 
niveles de transcritos de los genes de esta familia son regulados por el estado fisiológico de 
la planta y la afinidad por el sustrato y que la entrada de amonio en las raíces y los niveles 
de expresión del mensajero están altamente correlacionados diurnamente (Gazzarrini et al., 
1999). 
1.5.1.1.2. Absorción de nitrato 
El nitrato es la principal fuente de nitrógeno para la mayoría de las plantas (Marschner, 
1995), predominando en suelos agrícolas con elevado recambio de nitrógeno, pH neutro y 
buena aireación (Daniel-Vedele et al., 1998; Orsel et al., 2002). El nitrato junto a su papel 
como nutriente actúa también como molécula señalizadora regulando el metabolismo y 
crecimiento vegetal (Forde, 2002). 
El transporte activo de NO3
- a través de la membrana plasmática de las células 
corticales y epidérmicas de la raíz (Daniel-Vedele et al., 1998; Gojon et al., 1998) 
constituye el primer paso en la adquisición y uso de dicho nutriente. La absorción de 
nitrato está mediada por un mecanismo simporte 2H+/NO3




que el gradiente de potencial electroquímico de H+ a través del plasmalema, necesario para 
sustentar dicho simporte, es mantenido por una H+-ATPasa que transporta 
unidireccionalmente H+ al exterior con consumo energético en forma de ATP proveniente 
de la respiración de las células de la raíz (Maldonado et al., 2000). Las plantas son capaces 
de adaptarse a un amplio rango de concentraciones de nitrato exterior (0.5µM a 50mM), 
debido al funcionamiento de los sistemas de transporte de dicho nutriente (Crawford et al., 
2000; Vidmar et al., 2000). Según criterios cinéticos, parecen coexistir varios sistemas de 
transporte de nitrato en las células de la raíz, cada uno de los cuales muestra diferentes 
características, en relación a su inducibilidad por nitrato, o en cuanto al rango de 
concentraciones de NO3
- en el medio externo a los que operan (Forde & Clarkson, 1999). 
El primero de ellos opera a bajas concentraciones externas de NO3
-, en el rango de 0,2mM, 
e incluso cuando las plantas no han estado en presencia previa de nitrato. Este sistema de 
transporte de alta afinidad constitutivo (cHATS) es completado con otro sistema de alta 
afinidad inducible por muy bajas concentraciones de nitrato (iHATS) (Behl et al. 1988; 
Aslam et al., 1992). Cuando la concentración externa de NO3
- alcanza  valores superiores a 
1mM, se activa un sistema de transporte de baja afinidad (LATS) (Siddiqi et al., 1990; 
Glass et al., 1992), cuya actividad, en ciertas especies vegetales, es incrementada por 
suministro de NO3
- (Kronzucker et al., 1995); por lo que se diferencian también 
transportadores constitutivos (cLATS) e inducibles (iLATS) (Okamoto et al., 2006). De 
manera que, en ciertos casos, el nitrato actúa como regulador de su propia absorción, 
propiedad que no es compartida con otros sistemas de transporte de iones como el sulfato o 
fosfato (Smith et al., 2000). Junto al propio nitrato, formas reducidas de nitrógeno están 
involucradas en la regulación de la absorción de NO3
-. El amonio, ejerce efectos 
inhibitorios que parece ser que afectan más a los iHATS que a los cHATS o LATS 
(Kronzucker et al., 1999). Y la provisión de aminoácidos como única fuente de nitrógeno 
para el crecimiento de las plantas inhibe también la absorción de nitrato (Muller & 
Touraine, 1992). 
Estudios moleculares han puesto de manifiesto la existencia de dos familias de genes 
que codifican los transportadores de NO3
- en eucariotas, conocidas como las familias 
NRT1 y NRT2 (Orsel et al., 2002; Okamoto et al., 2003). Estas familias se piensa que se 
corresponden con las categorías fisiológicas, anteriormente descritas, de transportadores de 
alta y baja afinidad, sugiriéndose que los genes NRT1 y NRT2 codifican proteínas 
involucradas en la absorción de nitrato de baja afinidad y alta afinidad (LATS y HATS), 
respectivamente (Crawford & Glass, 1998; Forde, 2000). En Arabidopsis thaliana 4 
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miembros de la familia AtNRT1 han sido descritos: AtNRT1.1 (originalmente CHL1), 
AtNRT1.2 (originalmente NTL1), AtNRT1.3 (originalmente NTP3) y AtNRT1.4 
(originalmente NTP2), aunque sólo AtNRT1.1 y AtNRT1.2 han sido objeto de análisis 
funcionales (Tsay et al., 1993; Hatzfeld & Saito, 1999; Huang et al., 1999). Aunque 
inicialmente se propuso que el gen AtNRT1.1 estaba involucrado exclusivamente en la 
absorción de nitrato de baja afinidad, se han mostrado evidencias de que también participa 
en la absorción de nitrato de alta afinidad; ya que bajos niveles de nitrato (100µM) inducen 
la expresión del gen, proponiéndose que se trata de un transportador de NO3
- de doble 
afinidad (Wang et al., 1998). En cuanto a la familia de transportadores de nitrato de alta 
afinidad, en Arabidopsis se han aislado siete miembros AtNRT2, de los cuales el gen 
AtNRT2.1 es inducido por NO3
- (Okamoto et al., 2003). Se han mostrado  evidencias de 
que los 11 genes expresados en raíces, pertenecientes a ambas familias de transportadores 
NRT1 y NRT2, son también expresados en el tallo (Okamoto et al., 2003); si bien se 
desconocen las funciones de los transportadores en el tallo, aspecto que requerirá de 
estudios fisiológicos y genéticos sobre la absorción de nitrato en tejidos foliares.  
1.5.1.2. Reducción de nitrato 
La reducción de nitrato es un proceso biológico vital y la ruta principal por la que el 
nitrógeno inorgánico es incorporado en compuestos orgánicos en plantas superiores 
(Campbell, 1995). El nitrato absorbido por la raíz puede ser reducido y asimilado en éste 
órgano o bien ser transportado a la parte aérea de la planta y ser reducido en hojas (Faure et 
al., 2001), lo que depende de las especies vegetales y la disponibilidad de nitrógeno 
(Marschner, 1995). En organismos eucariotas, la reducción de nitrato a nitrito es catalizada 
por la NAD(P)H nitrato reductasa, de la que se han descrito tres formas: una enzima 
NADH específica, que se encuentra comúnmente en plantas y algas; una NAD(P)H 
específica encontrada sólo en hongos y formas NAD(P)H biespecíficas encontradas en los 
tres grupos, aunque principalmente en hongos (Campbell & Kinghorn, 1990). En la 
mayoría de especies vegetales la NR se encuentra tanto en raíces como hojas (Vaughn & 
Campbell, 1988), y se trata de una proteína perteneciente a la familia de enzimas que 
contienen cofactores de molibdeno, que se localiza en el citosol de las células corticales y 
epidérmicas de la raíz o del mesófilo de las hojas (Vaughn & Campbell, 1988). La NR 
cataliza la transferencia de dos electrones desde el NAD(P)H al nitrato, que es reducido a 
nitrito, y éste posteriormente a amonio, en los plastidios, en una reacción catalizada por la 
nitrito reductasa (NiR), que requiere seis electrones donados por la ferredoxina reducida 




La NR puede también catalizar la transferencia de un electrón desde el NAD(P)H al 
nitrito produciendo óxido nítrico (Yamasaki et al., 1999) y del NAD(P)H al O2 para 
producir anión superóxido (Yamasaki & Sakihama, 2000). El poder reductor generado 
fotosintéticamente en los cloroplastos, es exportado al citosol, para ser empleado en la 
reducción del nitrato en las hojas. Sin embargo, en tejidos no fotosintéticos, como la raíz, 
el NADH requerido por la NR es producido por el ciclo de los ácidos tricarboxílicos en la 
mitocondria, que debe también ser exportado al citosol (Maldonado et al., 2000). Por su 
parte, la reducción de nitrito a amonio requiere el concurso de la ferredoxina reducida, que 
en hojas es generada fotoquímicamente en los cloroplastos, y en la raíz se forma a partir 






Figura 10. Diagrama esquemático del homodímero de la nitrato reductasa, en el que se indican los dominios 
funcionales (Crawford, 1995). 
 
La reacción catalizada por la nitrato reductasa se considera el paso limitante en la 
reducción de nitrato, sujeto a múltiples niveles de regulación (Hoff et al., 1994). La NR es 
una enzima compleja que contiene diversos grupos prostéticos con distinta actividad redox. 
Es sólo activa como un homodímero y la dimerización es dependiente del cofactor de 
molibdeno (Campbell, 2001). El monómero consta de tres regiones distinguibles: el 
dominio del C-terminal asociado con el cofactor flavin-adenin dinucleótido (FAD), el 
dominio adyacente del citocromo b5 de unión del Fe-hemo y el N-terminal del cofactor de 
molibdeno (MoCo) (Figura 10) (Fischer et al., 2005). La dimerización de la NR es 
mediada por el fragmento que contiene molibdeno, y en la proximidad del cofactor de 
molibdeno, se localiza una extensión N-terminal rica en residuos ácidos, que parece 
relacionarse con la regulación post-transcripcional del enzima (Nussaume et al., 1995). Los 
tres dominios se encuentran unidos entre sí por regiones bisagras hidrófilas que son muy 
susceptibles al ataque de proteasas (Crawford et al., 2000). Durante la catálisis, los 
electrones son transferidos del NADH o NAD(P)H al FAD, siendo lanzados con 
posterioridad vía reducción del citocromo b5 hemo-Fe al dominio del cofactor de 
molibdeno. El átomo de molibdeno reducido en el dominio del MoCo transfiere 
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posteriormente dos electrones al nitrato que es reducido a nitrito y éste a amonio en los 
plastidios (Fischer et al., 2005). 
En plantas superiores, la NR es regulada tanto a nivel transcripcional como post-
traduccional por varias señales externas y endógenas, entre ellas, la luz, que se ha mostrado 
que activa la NR a ambos niveles (Kaiser & Huber, 2001; Lea et al., 2006). La expresión 
del enzima es inducida por nitrato (Cheng et al., 1992; Scheible et al., 1997a), reprimida 
por glutamina (Vincentz et al., 1993) y estimulada por azúcares (Cheng et al., 1992; 
Vincentz et al., 1993). Cuando los azúcares caen por debajo de un nivel umbral crítico la 
expresión del enzima es totalmente inhibida (Matt et al. 1998; Klein et al., 2000). La 
actividad NR es rápida y reversiblemente modulada en respuesta a transiciones 
luz/oscuridad (Figura 11), siendo inactivada por fosforilación de un residuo serina de la 
proteína (la serina 543 en espinaca), localizado en la bisagra 1 en la conexión de los 
dominios del grupo hemo y el MoCo, y el concurso de una proteína adicional conocida 
como inhibidor de proteína (Bachman et al., 1996a; Moorhead et al., 1996), que se ha 
identificado que pertenece al grupo de proteínas 14-3-3 (Kaiser & Huber, 2001; 
Mackintosh & Meek, 2001). De manera que en presencia de magnesio la forma fosforilada 
de la NR interacciona con las proteínas 14-3-3 y su actividad es inhibida (Athwal & Huber, 
2002), por inducción de un cambio en la conformación del enzima que interrumpe el 
transporte electrónico entre el dominio hemo y el cofactor de molibdeno (Kaiser & Huber, 










Figura 11. Regulación post-traduccional de la NR. La fosforilación dependiente de la unión de proteínas 14-




























La fosforilación es catalizada por proteínas quinasas, dos de las cuales pertenecen a la 
familia de las CDPK (proteínas quinasas dependientes de calcio) y una es una SNF1 
(quinasa relacionada con la sacarosa no fermentante) (Kaiser et al., 2002). Mientras que la 
activación del enzima tiene lugar por desfosforilación mediada por proteínas fosfatasas 2A 
(Weiner & Kaiser, 2001). La fosforilación reversible seguida de la unión en presencia de 
magnesio de las proteínas inhibitorias 14-3-3 facilita la inactivación post-traduccional y la 
degradación de la NR en la oscuridad o cuando los azúcares son bajos (Kaiser & Huber, 
1994; Weiner & Kaiser, 1999) y ralentiza la desfosforilación (Bachmann et al., 1996b) y la 
activación del enzima. El estado de activación del enzima es frecuentemente empleado 
para describir los efectos post-traducción y refleja cuanto enzima se encuentra en forma 
activa no fosforilada (Huber et al., 1992). 
Los azúcares, la acidificación citosólica y la anaerobiosis son factores conocidos que 
activan la NR en raíces y hojas (Provan & Lillo, 1999; Kaiser & Huber, 2001). En las 
hojas, la regulación de la NR está estrechamente acoplada a la fotosíntesis y la inactivación 
post-traduccional de la NR tiene lugar cuando la intensidad luminosa es repentinamente 
disminuida o las hojas son desprovistas de CO2 (Provan & Lillo, 1999). La interrelación en 
la regulación de la NR y la fotosíntesis pudiera ser importante para evitar la acumulación 
de los productos de reacción de la NR (Lillo et al., 2004), si bien estos aspectos serán 
tratados con mayor detalle con posterioridad (ver apartado 1.5.1.2).  
1.5.1.3. Coordinación de las tasas de absorción y reducción de nitrato 
La demanda de N por la planta se define como la diferencia entre el N orgánico 
asimilado en un momento determinado y la cantidad de N requerido para el mantenimiento 
de una óptima velocidad de crecimiento (Imsande, 1992; Imsande & Touraine, 1994). La 
representación más sencilla de la absorción iónica según la demanda de nitrógeno, sería 
aquella en la que la concentración de nitrato en el citosol de las raíces controlase tanto la 
síntesis como la actividad de los transportadores responsables de su absorción. De hecho, 
usando mutantes de cebada deficientes en NR, se ha mostrado que la acumulación de 
nitrato en las células radiculares inhibe su propia absorción (King et al., 1993). Sin 
embargo, este esquema no parece ser funcional a nivel de planta entera, ya que los iones 
NO3
- no son transportados por el floema y por ello no podrían enviar información a las 
raíces sobre la demanda de dicho nutriente. Esto hace suponer la existencia de señales 
internas capaces de detectar alteraciones específicas en la absorción de nitrato; moléculas 
cuya concentración, distribución o compartimentación sea dependiente de la demanda de N 
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de la planta o bien estén relacionadas con la asimilación de nitrato. En concreto, algunos 
productos de la asimilación de amonio parecen estar implicados en la regulación de la 
absorción de nitrato; pues se ha puesto de manifiesto que  inhibidores de la actividad GS, 
el enzima que regula el paso primario de la asimilación de amonio, previenen el efecto 
inhibidor del amonio sobre la absorción de nitrato (Breteler & Siegerist, 1984). Muller & 
Touraine (1992) estudiaron el papel de los aminoácidos en la absorción de nitrato, 
mediante técnicas de inmersión de cotiledones de plántulas en soluciones concentradas de 
aminoácidos; y observaron que las tasas de translocación, vía floemática, de diferentes 
aminoácidos fue incrementada. Además, la arginina (Arg), alanina (Ala), asparragina (Asn) 
y glutamina (Gln) inhibían fuertemente la absorción de nitrato, mientras que  el glutamato 
(Glu), la metionina (Met) y el aspartato (Asp) eran sólo inhibidores débiles; y otros 
aminoácidos o bien carecían de efecto o estimulaban ligeramente la absorción del 
mencionado nutriente, caso de la histidina (His), isoleucina (Ile), serina (Ser), valina (Val), 
fenilalanina (Phe) y leucina (Leu). Dicho patrón de inhibición fue similar cuando los 
aminoácidos se suministraron directamente a la raíz en el medio nutritivo (Muller & 
Touraine, 1992). Estas investigaciones permitieron sugerir que bien los aminoácidos, o 
ciertos péptidos, que circulan por el floema podrían intervenir en el control de la tasa de 
absorción de nitrato por las raíces. 
Así mismo, el control del pH intracelular por los ácidos orgánicos constituye un 
mecanismo de regulación de la absorción de nitrato. Durante la reducción de nitrato se 
generan iones alcalinos (1 mol de equivalente de hidróxido por cada mol de nitrato 
reducido) que no pueden ser fácilmente expulsados de las células. Por lo que para el 
mantenimiento homeostático celular, las plantas sintetizan ácidos orgánicos fuertes, 
principalmente oxalacetato, a partir de fosfoenolpiruvato (PEP) y HCO3
-, en la reacción 
catalizada por la fosfoenolpiruvato  carboxilasa (PEPCasa). Razón por la cual se acumulan 
cantidades considerables de ácidos orgánicos en hojas durante la reducción del NO3
-; 
siendo el número de cargas negativas generadas por reducción de nitrato, en plantas 
fertilizadas con dicho nutriente, tres órdenes de magnitud superior a la acumulación de 
carboxilatos, bases conjugadas de los ácidos carboxílicos (Touraine et al., 1988). Esta 
diferencia se debe a que los carboxilatos son transportados, principalmente como malato-
K, por el floema hacia la raíz, donde son descarboxilados. Y mientras el HCO3
- es 
expulsado al exterior de la raíz, el K+ acompaña a un anión nitrato, recién absorbido, en su 
transporte por el xilema a las hojas (Figura 12) (Touraine et al., 1988). De este modo, la 




hojas y refleja el estatus de metabolismo del N en éstos órganos. En definitiva, el malato-K 
podría ser responsable de la coordinación entre la absorción y reducción de nitrato. Se ha 
puesto de manifiesto que la absorción de nitrato en raíces de plantas de soja intactas es 
alterada por malato, tanto si se aporta directamente en la superficie radicular o 
internamente vía floemática (Touraine et al., 1992). Lo que explica, que bien la 
estimulación o inhibición de la reducción de nitrato en la parte aérea de la planta, induce o 











Figura 12. Regulación de la absorción de nitrato por la demanda de nitrógeno de la planta. Los productos de 
asimilación del nitrato, aminoácidos y ácidos carboxílicos, son transportados vía floemática desde la parte 
área a las raíces, inhibiendo o estimulando, respectivamente la absorción de nitrato (Touraine et al., 1992). 
 
El control de la absorción de nitrato por los productos de exportación de la hoja, bien 
sean aminoácidos o ácidos orgánicos, podría a priori parecer contradictorio, al tratarse de 
señales con efectos opuestos. Sin embargo, ambos tipos de intermediarios metabólicos, en 
general, no son exportados paralelamente. Ello se pone de manifiesto en fases contrastadas 
del desarrollo fisiológico de los cereales, como el crecimiento vegetativo y durante el 
llenado del grano. En fases de desarrollo vegetativo, las tasas de reducción de nitrato y de 
síntesis de carboxilatos y aminoácidos son elevadas. Los aminoácidos en su gran mayoría 
serán empleados localmente para la síntesis de clorofila, Rubisco y proteínas de 
almacenamiento vegetativo, etc.; mientras que los carboxilatos serán exportados 
rápidamente hacia la raíz. De manera, que el sistema de transporte de nitrato dispondrá de 
un nivel alto de HCO3
- y bajo de aminoácidos translocados a través del floema. Por el 








- en raíces serán disminuidos, mientras que la exportación de aminoácidos desde las 
hojas se verá incrementada notablemente, asociada a la movilización del N foliar. La 
mayoría del nitrógeno translocado desde las hojas contribuirá al llenado del grano, debido 
a una rápida velocidad cíclica del N en el circuito xilema-floema (Cooper & Clarkson, 
1989). En definitiva, las tasas de absorción de nitrato deberían disminuir tanto por un 
menor transporte de ácidos orgánicos como por las mayores concentraciones de 
aminoácidos en el floema. 
1.5.1.4. Asimilación de amonio 
El amonio es la forma reducida de nitrógeno disponible para la síntesis de aminoácidos 
y ácidos nucleicos (Nussaume et al., 1995). Éste es generado no sólo por reducción de 
nitrato sino también por la descarboxilación de glicina a serina, en la reacción catalizada 
por la glicina descarboxilasa mitocondrial, en el proceso fotorrespiratorio; así como por 
desaminación de aminoácidos y el catabolismo de ácidos nucleicos; procesos, éstos 
últimos, especialmente importantes durante la senescencia (Andrews et al., 2004). El 
amonio generado en los diferentes procesos metabólicos de la planta, ha de ser 
rápidamente asimilado en compuestos orgánicos con objeto de evitar problemas de 
toxicidad en la misma. La glutamina sintetasa (GS) es el enzima responsable del primer 
paso de la asimilación de amonio, y junto a la glutamato sintasa (GOGAT) forma un ciclo 
GS/GOGAT (Keys et al., 1978) (Figura 9) que produce tanto glutamina como glutamato, 
los precursores de todos los compuestos nitrogenados en plantas, pues actúan como 
donadores de nitrógeno para la biosíntesis de aminoácidos, nucleótidos, clorofilas, 
poliaminas, alcaloides etc. (Lea & Ireland, 1999). 
 En la ruta GS/GOGAT, la glutamina sintetasa cataliza la conversión dependiente de 
ATP de glutamato y amonio en glutamina. La transferencia del grupo amino de la 
glutamina a un esqueleto carbonado, el 2-oxoglutarato (2-OG), es catalizada por la 
glutamato sintasa, bien la forma dependiente de NADH o de ferredoxina reducida, con 
objeto de reciclar una molécula de glutamato en la reacción acoplada a la GS/GOGAT 
(Masclaux et al., 2001). Parte del nitrógeno asimilado como glutamina puede ser empleado 
para la síntesis de aminoácidos y proteínas del propio tejido, o bien, ser transportado a 
otros órganos como glutamina, asparragina o ureidos. La glutamina y asparragina son los 
principales compuestos transportadores de nitrógeno en las plantas (Lam et al., 1998; Lea 
& Azevedo, 2007), mientras que los ureidos constituyen la forma predominante de 




glutamina y aspartato por la enzima asparragina sintetasa, que cataliza también la 
formación de asparragina a partir de aspartato y amonio. La ruta GS/GOGAT es 
considerada la ruta principal de asimilación de amonio, aunque existen otras reacciones 
enzimáticas potencialmente capaces de asimilar amonio, como son las catalizadas por la 
glutamato deshidrogenasa (GDH) y la asparragina sintetasa (Lam et al., 1996; Dubois et 
al., 2003). Este papel de la GDH ha sido objeto de intensa controversia, por ser un enzima 
que funciona en la dirección de desaminación y aminación de glutamato. Si bien parece ser 
que la función más aceptada del enzima es la de proporcionar esqueletos carbonados en 
condiciones de escasez de carbono y de energía (Miflin & Habash, 2002), más que la de 
reasimilación del exceso de amonio liberado por hidrólisis proteica durante la germinación 
de la semilla y la senescencia.  
De la GS se conocen dos isoformas, una de localización citosólica (GS1), en las células 
de raíces y tallo; y otra plastidial (GS2), presente en cloroplastos de tejidos fotosintéticos y 
plastidios de raíces y otros tejidos no fotosintéticos. Estudios con una amplia variedad de 
especies vegetales han mostrado que la GS1 es codificada por una familia multigénica 
compleja (en las que el número de genes varía entre 3 y 6, según especies), mientras que la 
GS2 es codificada por un único gen (Andrews et al., 2004). Aunque el enzima cataliza la 
misma reacción en todas las células, la fuente del amonio asimilado varía dependiendo del 
tejido y el estado de desarrollo de la planta (Masclaux et al., 2001) y se ha mostrado que 
ambas isoformas son diferencialmente reguladas, lo que es necesario para el desarrollo de 
papeles fisiológicos diversos (Lam et al., 1996). Así, en hojas con elevada capacidad 
fotosintética la GS2 es responsable del reciclado de amonio producido en la 
fotorrespiración y de la asimilación de amonio procedente de la reducción de nitrato. Y es 
posible que durante la maduración de la hoja y posterior senescencia, la GS1, desempeñe 
un papel esencial en la reasimilación eficiente del amonio liberado de reacciones 
catabólicas cuando la fotosíntesis disminuye y tiene lugar la removilización de nitrógeno 
(Habash et al., 2001).  
En cuanto a la glutamato sintasa, en plantas superiores existen dos formas, una 
dependiente de ferredoxina (Fd-GOGAT) (Sakakibara et al., 1992) y otra dependiente de 
NADH (NADH-GOGAT) (Peeters & Laere, 1992), como donadores de electrones. Ambas 
enzimas se localizan exclusivamente en cloroplastos o plastidios; en las hojas la Fd-
GOGAT es la más abundante y se localiza en el cloroplasto de las células del mesófilo, 
mientras que la NADH-GOGAT predomina en tejidos no fotosintéticos (Lancien et al., 
2002). Además, dos genes diferencialmente expresados en raíz y hojas codifican la Fd-
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GOGAT, aunque en el caso de la NADH-GOGAT no está claro si uno o dos genes 
codifican dicho enzima (Lea & Miflin, 2003). Existen evidencias en varias especies de 
cultivo que la raíz es el principal lugar de asimilación del amonio absorbido del suelo 
(Andrews et al., 2001) siendo posible que la GS1, GS2 y la NADH-GOGAT estén 
involucradas en la asimilación primaria de amonio en raíces (Tobin & Yamaya, 2001). 
Parece ser que las raíces poseen niveles elevados constitutivos de GS y NADH-GOGAT y 
ambas enzimas son inducidas con el suministro de amonio (Ishiyama et al., 2003). 
Finalmente, la asimilación de amonio genera protones que deberán ser excretados al medio 
externo o neutralizados para mantener el pH citoplasmático y existen evidencias de que el 
NH4
+ absorbido del suelo, cuando su suministro es elevado, puede ser transportado a través 
del xilema al tallo (Schjoerring et al., 2002).  
1.5.1.5. Síntesis de aminoácidos  
 La asimilación del nitrógeno inorgánico en compuestos orgánicos interacciona con 
el metabolismo de los ácidos orgánicos (Stitt & Krapp, 1999). Estos últimos se requieren 
como precursores para la síntesis de aminoácidos, en particular el 2-oxoglutarato que actúa 
como aceptor primario de grupos amino en la reacción catalizada por la GOGAT; junto a 
otros ácidos orgánicos, que sirven de punto de partida para la síntesis de diversos 
aminoácidos (Morcuende et al., 1998). Cambios en el metabolismo de los ácidos orgánicos 
son también importantes para la regulación del pH celular; ya que durante la conversión 
del nitrato en amonio se consumen protones (Raven, 1988). Y mientras que en organismos 
unicelulares la alcalinización resultante puede ser contrarrestada por intercambio protónico 
con el medio circundante; en hojas, el área circundante a las paredes celulares dispone de 
una escasa capacidad de tamponación, que hace necesaria la síntesis de aniones para 
contrarrestar la carga,  como es el malato, que es exportado a través del floema a la raíz 
donde es descarboxilado (Martinoia & Rentsch, 1994). 
Son varios los mecanismos que facilitan la formación de ácidos orgánicos durante la 
asimilación de nitrógeno. Por una parte, el nitrato induce la fosfoenolpiruvato carboxilasa, 
piruvato quinasa citosólica (PK), citrato sintasa (CS) y la NADP-isocitrato deshidrogenasa 
y reprime la subunidad regulatoria de la ADP-glucosa pirofosforilasa, enzima clave en la 
ruta de síntesis de almidón (Scheible et al., 1997a); promoviendo una reprogramación del 
metabolismo que permite la síntesis de 2-OG y malato durante la asimilación del nitrato 
(Stitt & Krapp, 1999). Y por otra, cambios en las concentraciones de ciertos efectores 




amonio están siendo asimilados (Rivoal et al., 1997). Así mismo, la asimilación de nitrato 
y el metabolismo de los ácidos orgánicos responden a cambios en el pH celular, de manera 
que la alcalinización conduce a la inhibición post-traduccional de la NR (Botrel & Kaiser, 
1997) y activa la PEPCasa disminuyendo su sensibilidad a la retroinhibición por malato 
(Chollet et al., 1996). 
En definitiva, la asimilación del nitrógeno origina un flujo de carbono desde los 
carbohidratos hasta los aminoácidos; pues la síntesis neta de una molécula de glutamina o 
asparragina requiere la reducción y asimilación de dos moléculas de nitrato y el aporte de 
una molécula de 2-oxoglutarato o de oxalacetato, respectivamente, como esqueletos 
carbonados, los cuales provienen del ciclo de los ácidos tricarboxílicos. Mientras que en la 
luz, los azúcares sintetizados en el ciclo reductivo de las pentosas fosfato constituyen la 
fuente última de esqueletos carbonados para sustentar la síntesis de aminoácidos 
(Vanlerberghe et al., 1992; Huppe et al., 1992); en su ausencia, el almidón o la sacarosa 
suministran dicho carbono (Krömer et al., 1988; Krömer & Heldt, 1991; Krömer, 1995). 
Por ello, en tejidos fotosintéticos, el carbono asimilado es derivado hacia la formación de 
carbohidratos y la síntesis de aminoácidos; y el flujo del carbono orgánico, hacia una u otra 
vía, dependerá de la regulación de enzimas clave implicadas en dichas rutas biosintéticas 
en respuesta a la luz y la disponibilidad de carbono y nitrógeno. 
Los aminoácidos (Figura 13) generalmente se dividen en mayoritarios y minoritarios; se 
requieren para la biosíntesis de proteínas y son generados a través de rutas biosintéticas 
ramificadas, a partir de un número relativamente pequeño de metabolitos precursores. Los 
aminoácidos mayoritarios incluyen, glutamina (Gln), glutamato (Glu), aspartato (Asp), 
alanina (Ala), glicina (Gly), serina (Ser) y asparragina (Asn), los cuales se sintetizan a 
partir de intermediarios del metabolismo primario del carbono. La Gln y Glu son 
sintetizados directamente durante la asimilación de nitrato o amonio, actuando el 2-
oxoglutarato como aceptor primario del carbono. El Asp y la Ala se sintetizan por 
transferencia de grupos amino desde el glutamato al oxalacetato y piruvato. En la 
fotorrespiración, los grupos amino se transfieren al glioxilato para producir Gly, y 
consecuentemente, Ser. La Asn es sintetizada desde el Asp en una transaminación 
dependiente de Gln (Fritz et al., 2006a). Los aminoácidos minoritarios, por su parte, son 
sintetizados en rutas más largas y complejas. Estas comienzan a partir de uno de los 
aminoácidos centrales, o a partir de un intermediario del metabolismo del carbono; siendo 
en casi todas ellas, los donadores de grupos amino el Glu o el Asp (Morcuende et al., 
1998). Los aminoácidos aromáticos fenilalanina (Phe), tirosina (Tyr) y triptófano (Trp) se 
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sintetizan a partir de la eritrosa-4-fosfato y PEP a través de la ruta del ácido siquímico. La 
leucina (Leu) y valina (Val), aminoácidos de cadena ramificada, son generados a partir del 
piruvato; y la arginina (Arg) a partir del Glu a través de la ornitina y, posteriormente, 
citrulina. La síntesis de prolina tiene también lugar a partir del Glu por una ruta separada. 
El Asp es el punto de partida para la síntesis de la treonina (Thr), isoleucina (Ile) y lisina 
(Lys) mediante una ruta ramificada, en la cual se forman la Lys y Thr, y a partir de ésta 












Figura 13. Perspectiva general de las rutas biosintéticas de aminoácidos (Coruzzi & Last, 2000).  
 
La metionina (Met) junto con la cisteína constituyen los aminoácidos azufrados. 
Mientras que el aspartato es el precursor necesario para la síntesis de Met, que requiere 
también la incorporación de cisteína; la síntesis de éste último aminoácido requiere como 
precursor un intermediario de las rutas de asimilación del carbono y nitrógeno, la O-
acetilserina, que junto con el sulfuro resultante de la reducción del sulfato incorporado por 
la planta del suelo permite la síntesis de cisteína (Koprivova et al., 2000). Finalmente, la 
Gln es el punto de partida para la síntesis de His, que también proporciona los grupos 
aminos para la formación de carbamoil-P, que es necesario en la síntesis de Arg y 
nucleótidos. Los aminoácidos minoritarios están generalmente presentes en menores 
niveles que los aminoácidos mayoritarios, aunque existen excepciones. Ya que la Thr a 
menudo se encuentra en niveles relativamente elevados; mientras que los aminoácidos 







































1.6. Interacción del metabolismo del carbono y nitrógeno 
En plantas superiores existen evidencias de que el metabolismo del carbono y nitrógeno 
son procesos fisiológicos estrechamente relacionados (Figura 14). Ambas rutas 
metabólicas están altamente coordinadas y la regulación de sus interacciones involucra 
pasos de control recíproco que permitirán la optimización de los recursos de la planta 
















Figura 14. Esquema simplificado de la interacción del metabolismo del C y N. Se muestra la coordinación 
de las rutas metabólicas implicadas -ciclo de Calvin, glicólisis, fotorrespiración y ciclo de los ácidos 
tricarboxílicos (TCA)-, que tienen lugar en diferentes compartimentos celulares (modificado de Lancien et 
al., 2000 y Foyer et al., 2009).  
 
La fotosíntesis o el catabolismo de carbohidratos en tejidos no fotosintéticos, 
proporcionan esqueletos carbonados, equivalentes de reducción y ATP requeridos para la 
asimilación del nitrógeno inorgánico en compuestos orgánicos (Stitt & Krapp, 1999; 
Coruzzi & Zhou, 2001; Foyer et al., 2003). Estos compuestos nitrogenados son necesarios 
para que el carbono sea empleado en la síntesis de componentes celulares y estructurales 
requeridos para el crecimiento de la planta. Los aminoácidos desempeñan un papel 
importante en esta interacción entre los metabolismos de C y N (Lea & Forde, 1994), como 
se ha mencionado anteriormente (ver apartado 1.5.1.5). A menudo, los niveles de 






























































































se inhibe y los niveles de aminoácidos disminuyen, cuando el carbono es limitante; como 
ocurre en circunstancias en las que el crecimiento se realiza en condiciones de baja 
intensidad luminosa, en un fotoperiodo corto, o en plantas con inhibición antisentido de la 
expresión del gen que codifica la subunidad pequeña de la Rubisco -rbcS- (Geiger et al., 
1998; Matt et al., 1998). Además, una mayor velocidad de fotosíntesis, como ocurre en 
condiciones de CO2 elevado, conduce a un aumento de los niveles de aminoácidos si el 
suministro de nitrógeno es adecuado; o bien, a un descenso de los mismos, cuando el 
suministro es limitado (Scheible et al., 1997b; Geiger et al., 1998; Matt et al., 2001a). El 
metabolismo de los aminoácidos está también estrechamente unido al recambio de 
proteínas. Los niveles de aminoácidos son bajos en plántulas de Arabidopsis deficientes en 
nitrógeno, en las que el aporte de nitrato conduce a un aumento de dichos metabolitos entre 
las 3-8 horas de la adición de dicho nutriente, niveles que disminuyen con posterioridad, al 
comenzar la síntesis proteica (Scheible et al., 2004). Sin embargo, en plántulas de 
Arabidopsis deficientes en carbohidratos, tuvo lugar una acumulación de aminoácidos 
presumiblemente resultado del catabolismo de proteínas (Thimm et al., 2004). Y la adición 
de azúcares a dichas plántulas, se acompañó de una disminución de aminoácidos 
consecuencia de la inducción de la síntesis proteica (Osuna et al., 2007).  
Así mismo, el metabolismo fotosintético está sujeto a grandes cambios diurnos (Geiger 
& Servaites, 1994), siendo la alteración más obvia la que tiene lugar entre la fotosíntesis en 
la luz y la respiración en la oscuridad. La cual desencadena un ciclo de acumulación y 
movilización de almidón, que permite que el carbono asimilado sea almacenado 
temporalmente en la hoja para facilitar su exportación durante la noche, como sacarosa 
(Heineke et al., 1994). El balance de exportación y acumulación cambia, incluso durante el 
propio periodo luminoso; de manera que en etapas tempranas del periodo luminoso la 
actividad SPS es elevada (Stitt, 1996), y al final del fotoperiodo, la actividad SPS 
disminuye, a la vez que aumenta la velocidad de síntesis de almidón. Cambios diurnos 
análogos tienen lugar en el metabolismo del nitrógeno. La actividad NR es máxima en las 
primeras horas de luz, disminuye en la última parte del periodo luminoso, siendo baja o 
insignificante durante la noche (Galangau et al., 1988; Scheible et al., 1997b). Cambios en 
los niveles de nitrato y compuestos nitrogenados contribuyen también a la regulación 
diurna de la expresión de la NR, habiéndose mostrado que la expresión del enzima es 
inducida por nitrato (Cheng et al., 1992) y reprimida por glutamina o metabolitos 
generados en su metabolismo posterior (Vincentz et al., 1993; Hoff et al., 1994). De 




drásticamente durante el periodo luminoso, mientras que la proteína alcanza un máximo en 
etapas tempranas del comienzo de la iluminación, disminuyendo a medida que avanza el 
periodo luminoso y durante la primera parte de la noche (Scheible et al., 1997b). Los 
cambios diurnos de transcritos coinciden con un descenso de nitrato y acumulación de 
glutamina durante la noche (Galangau et al., 1988; Scheible et al., 1997b); y son atenuados 
o abolidos en mutantes y transformantes con baja actividad NR (Vaucheret et al., 1990; 
Scheible et al., 1997b); demostrando que esta regulación diurna es dependiente de señales 
derivadas del nitrato y su posterior metabolismo. Durante transiciones luz-oscuridad, los 
cambios rápidos en la actividad NR se deben a la fosforilación de un residuo serina y 
posterior unión de una proteína inhibitoria 14-3-3 (Bachmann et al., 1996a; Moorhead et 
al., 1996). Esta inactivación post-traduccional es favorecida por niveles elevados de 
glutamina (Morcuende et al., 1998). La expresión de otros enzimas del metabolismo 
posterior del nitrato y amonio, caso de la nitrito reductasa, glutamina sintetasa -citosólica y 
plastidial- y la glutamato sintetasa dependiente de ferredoxina es también inducida por 
nitrato (Scheible et al., 1997b). Estos cambios en la transcripción se acompañaron de los 
consiguientes aumentos de las actividades NR (Galangau et al., 1988; Lin et al., 1994), 
nitrito reductasa (Scheible et al., 1997a), glutamina sintetasa y Fd-GOGAT (Hayakawa et 
al., 1992). 
La asimilación de nitrato es también regulada en respuesta a la disponibilidad de 
carbohidratos (Klein et al., 2000; Stitt et al., 2002). Son varias las líneas de evidencia que 
establecen que niveles bajos de azúcares conducen a la inactivación post-traduccional de la 
NR (Kaiser & Huber, 1994; Botrel & Kaiser, 1997; Morcuende et al., 1998); y que los 
carbohidratos directa o indirectamente afectan a la transcripción de la misma, ya que se ha 
observado que la expresión del enzima aumenta tanto en hojas cortadas incubadas con 
sacarosa (Cheng et al., 1992; Vincentz et al., 1993), como en aquellas en las que la 
inhibición del transporte del floema conduce a una acumulación de carbohidratos foliares 
(Krapp & Stitt, 1995); acompañándose de un aumento de actividad del enzima. Por el 
contrario, los transcritos de la NR desaparecen cuando los niveles foliares de carbohidratos 
descienden por debajo de un nivel umbral (Klein et al., 2000), superando las propias 
señales derivadas del nitrato o su metabolismo posterior. Además, la asimilación de nitrato 
conduce a cambios marcados en el metabolismo del carbono, que incluyen un descenso de 
la síntesis de almidón (Fichtner & Schulze, 1992) y aumento de la síntesis de ácidos 
orgánicos (Foyer & Ferrario, 1994). La disminución de carbohidratos (Fichtner & Schulze, 
1992) facilita que el carbono sea convertido vía glicólisis en PEP, que entra en el 
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metabolismo de los ácidos orgánicos (Foyer & Ferrario, 1994). Este metabolismo permite, 
por una parte, la síntesis de malato, mediada por la PEPCasa junto a la malato 
deshidrogenasa, que permitirá contrarrestar la carga, previniendo la alcalinización durante 
la asimilación de nitrato (Martinoia & Rentsch, 1994); y por otra, la síntesis de 2-
oxoglutarato y otros ácidos orgánicos, que actúan como aceptores de carbono durante la 
asimilación de amonio y síntesis de aminoácidos (Stitt & Krapp, 1999). Estos cambios 
derivan de la inducción por nitrato de la expresión de los genes que codifican la PEP 
carboxilasa, piruvato quinasa citosólica, citrato sintasa e isocitrato deshidrogenada 
citosólica dependiente de NADP (ICDH1-NADP)  (Scheible et al., 2000). El nitrato, a su 
vez, disminuye la expresión del gen que codifica la subunidad regulatoria de la AGPasa 
(Scheible et al., 1997a). Esta reprogramación de la expresión génica conduce a un aumento 
de actividad PEPCasa, acumulación de 2-OG, malato, y otros ácidos orgánicos (ver 
apartado 1.6). Además, la fosforilación de la proteína permite la regulación coordinada de 
la PEPCasa (Duff & Chollet, 1995; Li et al., 1996) y la SPS (Champigny et al., 1992; 
Mahn et al., 1993) después de la adición de nitrato o amonio. De manera, que la 
estimulación del flujo del carbono a la síntesis de ácidos orgánicos, provoca un descenso 
de los niveles de PEP y 3PGA, que se acompaña posteriormente de una inhibición de la 
síntesis de almidón, consecuencia de una alteración en la regulación alostérica de la 
AGPasa (Scheible et al., 1997a, Stitt et al., 2002). Estos cambios de transcritos y niveles de 
intermediarios metabólicos se han observado en mutantes de tabaco con baja actividad NR, 
cuyos niveles de nitrato fueron similares a los de las plantas de tipo silvestre (Scheible et 
al., 2000). En hojas de tabaco incubadas con sacarosa únicamente, o bien sacarosa junto 
con nitrato, ó sacarosa junto con glutamina, tuvo lugar una activación coordinada de las 
asimilaciones de nitrato y amonio, de la biosíntesis de aminoácidos y la síntesis de 2-OG. 
La sacarosa actuó aditivamente junto al nitrato, y antagónicamente al efecto de la 
glutamina, para aumentar la actividad NR y la asimilación de nitrato; y complementó la 
acción del nitrato y la glutamina para aumentar el flujo del nitrógeno desde el amonio 
hacia la síntesis de aminoácidos y el flujo del carbono hacia la síntesis de ácidos orgánicos 
(Morcuende et al., 1998). Finalmente, la observación de que plantas transformadas de 
tabaco con baja actividad Rubisco, muestren niveles bajos de carbohidratos y una baja 
actividad NR, que se acompaña de una mayor acumulación de nitrato y unos menores 
niveles de aminoácidos que los controles no transformados (Stitt & Schulze, 1994) 
proporciona evidencias de que la asimilación de nitrato disminuye cuando los 




1.7. Efectos del cambio climático sobre las plantas  
Las previsiones climatológicas señalan un aumento de la concentración de CO2 
atmosférico junto a una elevación de la temperatura de la superficie terrestre (Albritton et 
al., 2001). Por lo que la evaluación de los efectos del cambio climático en las plantas 
requerirá considerar conjuntamente tanto la elevación de los niveles atmosféricos de CO2 
como de la temperatura, debido a que pueden existir interacciones entre ambos factores 
ambientales que podrían afectar a la productividad de los cultivos (Morison & Lawlor, 
1999).  
El incremento en los niveles de CO2 genera una incertidumbre crítica sobre la absorción 
de carbono por los ecosistemas terrestres y la producción de alimentos. Es, por tanto, 
importante considerar el impacto potencial del CO2 sobre la fotosíntesis en las plantas 
superiores terrestres C3 (Curtis & Wang, 1998; Stitt & Krapp, 1999; Ainsworth et al., 
2002;  Long et al., 2004). La fijación fotosintética del carbono es el proceso clave por el 
cual las plantas sienten y responden a los cambios en los niveles atmosféricos de CO2. 
Aunque existen varios procesos metabólicos que utilizan y/o responden al CO2, la 
respuesta primaria a una [CO2] de relevancia (240-1000 µmol·mol
-1) tiene lugar en la 
Rubisco y en la apertura estomática (Long et al., 2004). A corto plazo, en las plantas C3, el 
aumento en los niveles de CO2 conduce a un incremento de la tasa fotosintética (Drake et 
al., 1997; Norby et al., 1999; Nowak et al., 2004; Long et al., 2004; Ainsworth & Long 
2005; Rogers et al., 2006a) y una reducción en la apertura estomática (Bunce, 2004; 
Leakey et al., 2006; Ainsworth & Rogers, 2007). El primero de los efectos indicados 
favorecería la estimulación de la fotosíntesis con la consiguiente producción de 
carbohidratos y ganancia en biomasa vegetal, que se traduciría en un aumento de 
productividad de los cultivos (Idso & Kimball, 1992; Gunderson et al., 1993; Teskey, 
1995; Drake et al., 1997; Stitt & Krapp, 1999; Norby et al.,  1999; Long et al., 2004; 
Nowak et al., 2004; Ainsworth & Long, 2005). La concentración actual de CO2 no es 
suficiente para saturar la Rubisco (Woodrow & Berry, 1988), y en ausencia de otros 
factores limitantes, como la disponibilidad hídrica o de nutrientes, la fotosíntesis se vería 
aumentada. La eficiencia de la carboxilación por la Rubisco aumentaría con respecto a la 
oxigenación dando como resultado una reducción de la fotorrespiración (Stitt, 1991). El 
segundo de los efectos mencionados conduciría a un cierre de los estomas, que 
inicialmente se traduciría en una menor conductancia estomática que mejoraría la 
eficiencia en el uso del agua en la planta por reducción de la transpiración (Wall et al., 
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1994, 2000; Roumet et al., 2000; Tognetti et al., 2000; Ainsworth & Long, 2005). A pesar 
del cierre parcial de los estomas al aumentar los niveles de CO2, la limitación que éstos 
imponen sobre la fotosíntesis parece disminuir en CO2 elevado (Long et al., 2004).  
Como se ha comentado, un incremento de los niveles de CO2 estimularía la fotosíntesis 
en plantas C3, sin embargo, al aumentar el periodo de exposición al CO2, la estimulación 
inicial, es a menudo parcial o totalmente revertida (Nie et al., 1995a; Drake et al., 1997; 
Stitt & Krapp, 1999), conduciendo a un fenómeno conocido como “aclimatación 
fotosintética” (Sage et al., 1989; Stitt, 1991) que involucra un descenso en la capacidad de 
asimilación del CO2 (Stitt & Krapp, 1999; Martínez-Carrasco et al., 2005). Este fenómeno 
se acompaña de alteraciones en las características de intercambio gaseoso que son 
indicativas de una disminución en la capacidad de carboxilación (Makino et al., 1997; 
Rogers & Humphries, 2000; Oren et al., 2001; Ainsworth et al., 2004) y una reducción en 
la actividad y cantidad de proteína Rubisco (Sicher & Kremer, 1994; Nie et al., 1995b; 
Sicher & Bunce, 1997; Vu et al., 1997; Stitt & Krapp, 1999; Long et al., 2004; Pérez et al., 
2005; Martínez-Carrasco et al., 2005), y en los transcritos de proteínas fotosintéticas, tales 
como Rubisco, proteínas unidas a clorofila y Rubisco activasa (Van Oosten et al., 1994; 
Van Oosten & Bedford, 1995; Nie et al., 1995a; Cheng et al., 1998; Moore et al., 1998).  
La aclimatación de la fotosíntesis a [CO2] elevadas posee un grado de respuesta muy 
variable y parece depender de varios factores, como la especie vegetal (Bazzaz & 
McConnaughay, 1992; Baker & Allen, 1993; Poorter, 1993), el estado de desarrollo de la 
planta (Besford et al., 1990; Kelly et al., 1991; Coleman et al., 1993), la duración de la 
exposición al CO2 (Sionit & Kramer, 1986), la concentración de CO2 aplicada (Allen et al, 
1990), la temperatura (Baker et al., 1993), la disponibilidad de agua (Chaudhuri et al., 
1990) y nutrientes (Roberntz & Linder, 1999) o, más en general, de la capacidad de los 
sumideros de fotoasimilados (Herold, 1980; Stitt, 1991; Arp, 1991; Miller et al., 1997; 
Moore et al., 1999).  
Son varias las hipótesis propuestas para explicar el mencionado fenómeno de 
aclimatación de la fotosíntesis al crecimiento prolongado en condiciones de CO2 elevado. 
Una de ellas asocia este fenómeno a la represión de la Rubisco y de otras proteínas 
necesarias en la fotosíntesis mediada por la acumulación de carbohidratos (Van Oosten  
et al., 1994; Jang & Sheen, 1994; Nie et al., 1995a; Van Oosten & Besford, 1996; Sheen, 
1990; Moore et al., 1998,1999). Una disminución de la expresión de genes fotosintéticos 




floemática en plantas transgénicas (Stitt, 1991; Krapp et al., 1993; Riesmeier et al., 1994; 
Lerchl et al., 1995; Geingerberger et al., 1996), enfriamiento del pecíolo (Krapp & Stitt, 
1995), o incubación con azúcares (Krapp et al., 1991; Paul & Stitt, 1993; Van Oosten & 
Besford, 1995; Nielsen et al., 1998), similitudes que afianzan dicha hipótesis. La 
acumulación de carbohidratos, especialmente en forma de sacarosa y almidón, actuaría 
como un mecanismo de retroinhibición sobre la asimilación fotosintética (Stitt, 1991; Long 
et al., 2004), que afectaría al metabolismo del carbono y a la expresión de genes 
fotosintéticos a nivel foliar. Se ha propuesto un modelo que implicaría un sistema de 
sensibilización por la hexoquinasa (Moore et al., 1998; Jang et al., 1997; Long et al., 
2004), aunque probablemente no sea la única justificación de la aclimatación fotosintética 
(Ainsworth et al., 2004). 
Otra posible explicación a dicho fenómeno de aclimatación parece estar asociada a una 
limitación en la disponibilidad de nitrógeno, pues se han mostrado evidencias de que la 
aclimatación de la fotosíntesis a concentraciones elevadas de CO2 suele ser más acusada en 
plantas crecidas con bajo aporte de nitrógeno que aquellas que reciben una adecuada 
fertilización nitrogenada (Wong, 1979; Oberbauer et al., 1986; Arp, 1991; Radoglou et al., 
1992; Tissue et al., 1993; Petterson et al., 1993; Sage, 1994; Petterson & MacDonald, 
1994; El-Kohen & Mousseau, 1994; Miglietta et al., 1996; Bowler & Press, 1996; Geiger 
et al., 1999; Pérez et al., 2005), sugiriendo que la disponibilidad de nitrógeno juega un 
papel importante en el mantenimiento de la capacidad fotosintética. La atenuación 
observada se ha asociado a menudo con la incapacidad de la planta para adquirir nitrógeno 
en la cantidad requerida, dado que una activación sostenida del crecimiento previsible a 
[CO2] elevadas requerirá la adquisición de nitrógeno adicional en proporción al carbono 
extra fijado, lo que conduciría a una reducción en el contenido de nitrógeno foliar en 
plantas que crecen a [CO2] elevadas (Conroy & Hocking, 1993; Tissue et al., 1993; 
Delgado et al., 1994; Fonseca et al., 1997; Ferrario-Mery et al., 1997; Geiger et al., 1999) y 
la consiguiente limitación de nitrógeno para la adquisición del carbono (Drake et al., 1997; 
Peterson et al., 1999; Luo et al., 2004). Ésto reflejaría un cambio en el balance carbono-
nitrógeno de la planta derivado de una mayor velocidad de fijación de carbono, y se 
manifestaría por cambios de parámetros metabólicos indicativos de un agotamiento de 
nitrógeno (Geiger et al., 1999). Por ello, algunos autores han concluido que la disminución 
de la capacidad fotosintética en CO2 elevado se debe a una reducción del contenido de 
nitrógeno y proteínas en las hojas, y más específicamente de la Rubisco, que representa del 
orden del 50% del nitrógeno foliar (Ellis, 1979; Evans & Seemann, 1989). Que podría ser 
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atribuido a un efecto de dilución del nitrógeno consecuencia de la aceleración del 
crecimiento en CO2 elevado; habiéndose propuesto que el aporte de nitrógeno en 
proporción directa al crecimiento, evitaría el proceso de aclimatación de la fotosíntesis 
(Farage et al., 1998).  
No obstante, junto a la limitación del nitrógeno agravada por el rápido crecimiento 
(Coleman et al., 1993; Farage et al., 1998; Stitt & Krapp, 1999; Bernacchi et al., 2007), se 
han indicado otros mecanismos diferentes para explicar la disminución en la disponibilidad 
de nitrógeno en plantas expuestas a [CO2] elevadas (Taub & Wang, 2008), incluyendo el 
escaso suministro de nitrógeno a los órganos sumideros (Rogers et al., 1996; Long et al., 
2004), una capacidad alterada en la absorción radicular (Berntson & Bazzaz, 1996; 
Pritchard & Rogers, 2000; BassiriRad et al., 2001; Lynch & St.Clair, 2004), aumento de la 
inmovilización del nitrógeno por microorganismos, o secuestro del mismo en la biomasa 
vegetal (Diaz et al., 1993; Zak et al., 2000; Hungate et al., 2003; Luo et al., 2004), 
incremento de la competencia por reductores que inhiben la asimilación de nitrato (Bloom 
et al., 2002; Shaw et al., 2002), o disminución en la absorción de nitrógeno por la 
reducción de la transpiración  (Conroy & Hocking, 1993; Van Vuuren et al., 1997; 
McDonald et al., 2002; Del Pozo et al., 2007). 
En definitiva, el descenso en la capacidad fotosintética a exposiciones prolongadas de 
CO2 podría asociarse a diferentes causas, tales como, la señalización por carbohidratos, 
una interacción entre señalización por carbohidratos y nitrógeno, o un efecto indirecto 
debido a la limitación del nitrógeno.  
No sólo el aumento de la concentración de CO2 ejerce su influencia en el crecimiento 
vegetal sino también la temperatura, que afecta de manera significativa a la velocidad de 
los procesos fisiológicos, lo que repercutirá en última instancia en la productividad de los 
cultivos. La temperatura de crecimiento modifica el óptimo de temperatura para la 
asimilación de CO2, respiración y el transporte electrónico fotosintético (Berry & 
Björkman, 1980; Bunce, 2000a,b; Yamasaki et al., 2002; Yamori et al., 2005), procesos 
cuya velocidad disminuye cuando las temperaturas aumentan por encima del óptimo 
térmico (Kobza & Edwards, 1987; Salvucci & Crafts-Brandner, 2004). Además, se sabe 
que la ontogenia de la planta y la morfogénesis son dependientes de la temperatura 
(Morison & Lawlor, 1999) y se han mostrado evidencias de que las temperaturas elevadas 
incrementan la velocidad de desarrollo ontogénico que conduce a un acortamiento del 




En las plantas C3, el proceso fotosintético es modificado por la temperatura a través de 
su influencia sobre la capacidad de transporte electrónico de la membrana tilacoidal, 
cambios en las actividades enzimáticas del Ciclo de Calvin, junto con su acción sobre la 
cinética de la Rubisco y la eficiencia carboxilatoria (Berry & Björkman, 1980; Berry & 
Raison, 1981; Bunce 2000a,b; Yamasaki et al., 2002, Yamori et al., 2005). La Rubisco 
tiene una mayor velocidad de carboxilación a temperaturas elevadas, pero la oxigenación 
de la RuBP aumenta en relación a la carboxilación, debido a una reducción de la 
especificidad de la Rubisco por el CO2 y a la disminución de la solubilidad del CO2 con 
respecto al O2, dando como resultado una pérdida mayor de CO2 por la fotorrespiración y 
una disminución en la eficiencia de la fijación de CO2 a altas temperaturas (Hall & Keys, 
1983; Jordan & Ögren, 1984; Brooks & Farquhar, 1985; Sage et al., 1995). Por lo tanto, 
hay una tasa óptima de la fotosíntesis que se consigue dentro de un rango dado de 
temperatura (Long, 1991).  
Los aumentos en la temperatura y en la [CO2] atmosférica tendrían efectos opuestos 
sobre la fotosíntesis neta e interactuarían fuertemente (Sage & Sharkey, 1987; Long, 1991; 
Morison & Lawlor, 1999). El CO2 elevado inhibe competitivamente la oxigenación y, en 
consecuencia, la fotorrespiración, mostrándose clave a la hora de aumentar la fotosíntesis 
neta con la temperatura. De esta forma, se observa un progresivo incremento de la 
fotosíntesis neta máxima (a saturación de luz) con la temperatura, conforme la 
concentración de CO2 es aumentada (Long, 1991). Igualmente, el óptimo de temperatura 
para la fotosíntesis se ve incrementado con el aumento de la concentración de CO2, de lo 
que se deriva que el CO2, más allá de ser un factor que facilita la fotosíntesis, también 
modifica la respuesta a la temperatura (Long, 1991; Gifford, 1992) siendo el efecto 
estimulador del aumento de CO2 sobre la actividad fotosintética neta mayor en condiciones 
de temperatura elevada (Lawlor & Keys, 1993). Otro factor que contribuiría a aumentar las 
tasas fotosintéticas en condiciones de CO2 y temperatura elevadas sería el de la mayor 
demanda de fotoasimilados por los órganos sumideros conforme aumenta la temperatura 
(Farrar & Williams, 1991). En un rango de temperaturas no estresantes, el metabolismo de 
los órganos sumideros aumentaría con la temperatura (Farrar & Williams, 1991), y esto 
tendería a reducir la acumulación de carbohidratos en las hojas y la aclimatación de la 
fotosíntesis en condiciones de CO2  elevado.  
En general, existen evidencias de que tiene lugar una mayor estimulación del 
crecimiento y de la fotosíntesis a [CO2] elevadas a medida que aumenta la temperatura 
(Kimball, 1986; Rawson, 1992; Wolfe, 1994), aunque se han mostrado excepciones y 
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variaciones considerables en la respuesta (Mitchell et al., 1995; Delgado et al., 1994; Van 
























































Las plantas tienen que hacer frente a un ambiente cambiante y adaptar su metabolismo a 
dichos cambios. Tanto el CO2 como la temperatura son factores clave que afectan al 
crecimiento y desarrollo de las plantas, ambos han aumentado en los últimos años y es 
predecible que lo hagan en el futuro, pudiendo tener importantes consecuencias en la 
productividad agrícola.  
Aunque son numerosas las investigaciones realizadas sobre el efecto del aumento del 
CO2, resultan escasas aquellas que estiman su interacción con la temperatura elevada. Por 
lo que la evaluación de las implicaciones del cambio climático en la respuesta de las 
plantas requiere el reconocimiento de que las interacciones entre varios factores 
ambientales pueden causar efectos que no pueden predecirse en un análisis separado de los 
mismos, siendo recomendable su análisis conjunto. El empleo de cámaras de gradiente de 
temperatura y control del CO2 del aire sobre cultivos de campo en este estudio ha 
permitido abordar estas interacciones en condiciones próximas a las naturales, facilitando 
el aumento de temperatura y nivel de CO2, además de modificar el suministro de nitrógeno 
para el desarrollo de las plantas de trigo. 
Se sabe que las plantas, en su respuesta al ambiente, deberán alterar el balance entre 
asimilación de carbono y otros nutrientes, especialmente nitrógeno, el almacenaje de estos 
compuestos y la redistribución de los mismos entre órganos dentro de la planta para 
permitir que el crecimiento y la producción se mantengan bajo las nuevas condiciones 
ambientales. Además, las investigaciones sobre la respuesta de las plantas al CO2 elevado 
advierten de la importancia de la disponibilidad de nitrógeno, lo que nos insta a analizar el 
metabolismo del nitrógeno en paralelo con cambios en la fotosíntesis, metabolismo del 
carbono y crecimiento con objeto de distinguir entre efectos directos por un aumento del 
suministro de fotosintatos en condiciones de CO2 elevado y efectos indirectos derivados de 
una limitación en nitrógeno. Por ello, el objetivo general de esta Tesis Doctoral ha sido: 
Obtener una visión global de la integración de la asimilación fotosintética del carbono y 
nitrógeno en la hoja bandera del trigo en distintos estadios de desarrollo -emergencia de la 
espiga y días después de la antesis-, por su implicación en el crecimiento del cultivo, en 
respuesta a los aumentos de CO2 y temperatura del aire y a la disponibilidad de nitrógeno 
en el suelo.  
Con este objeto en plantas de trigo en el campo, y con el empleo de cámaras de 
gradiente de temperatura y control del CO2 del aire, se ha analizado la respuesta de 
aclimatación de la fotosíntesis al CO2 elevado en interacción con la temperatura y la 
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disponibilidad de nitrógeno. Con la finalidad de investigar (i) si el crecimiento prolongado 
en condiciones de CO2 elevado comporta una pérdida de capacidad fotosintética. 
 (ii) Si el fenómeno de aclimatación de la fotosíntesis se asocia a la represión de genes 
fotosintéticos mediada por la acumulación de carbohidratos foliares. Evaluándose con este 
objeto los cambios en la partición del carbono y los niveles de transcritos del gen que 
codifica la subunidad pequeña de la Rubisco codificada en el núcleo. 
(iii) La regulación de la actividad nitrato reductasa -enzima clave en la asimilación de 
nitrógeno- en respuesta a los factores ambientales, con objeto de vislumbrar si (a) la 
concentración de nitrato, que es un potente inductor de la expresión del enzima desempeña 
un papel importante en dicha regulación, (b) esclarecer si la glutamina o metabolitos 
relacionados con el aumento de la fotorrespiración a temperatura elevada conducen a una 
inhibición del enzima y (c) si la acumulación de carbohidratos, en especial sacarosa, podría 
aumentar la actividad del enzima en plantas crecidas a concentraciones elevadas de CO2, 
dado que los azúcares modulan la expresión, la actividad y el estado de activación de la 
NR. 
(iv) Si la absorción de nitrógeno desde el suelo, o su distribución en la planta, es 
responsable del descenso de proteína total y proteína Rubisco en condiciones de CO2 
elevado. Estudio que se realizará a dos niveles diferentes: (a) a nivel celular, con el 
propósito de valorar los cambios en la distribución foliar del nitrógeno entre proteínas y 
otros compuestos nitrogenados, y (b) a nivel de planta entera, para evaluar los cambios en 
el reparto del nitrógeno entre los diferentes órganos. 
Para alcanzar los objetivos concretos propuestos el estudio se ha realizado durante dos 
anualidades con plantas de trigo cultivadas en condiciones naturales en el campo, dentro de 
cámaras de gradiente de temperatura, con concentraciones de CO2 y temperatura 
ambientales o elevadas, plantas que experimentan las fluctuaciones naturales diarias y 
estacionales de la temperatura y la intensidad luminosa; y en las que ha variado la 
disponibilidad de nutrientes en cada una de las anualidades. Para ello se ha analizado el 
intercambio gaseoso, los cambios en la actividad NR, los niveles de transcritos del gen 
rbcS, los niveles de carbohidratos, intermediarios fosforilados, ácidos orgánicos y 
compuestos nitrogenados en fases contrastadas del crecimiento de la planta y la hoja entre 
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3.1. Material vegetal 
En los secanos Mediterráneos, el trigo es uno de los cereales más ampliamente 
cultivado, siendo también uno de los cultivos agrícolas más importantes del mundo por 
contribuir sustancialmente a la nutrición humana como fuente de proteínas. Por ello, el 
trigo (Triticum aestivum L.) ha sido el material vegetal utilizado en la experimentación 
asociada al desarrollo de esta labor investigadora (para una descripción más detallada, ver 
apartado 1.2). 
Los experimentos del presente trabajo de investigación fueron realizados con el cultivar 
Gazul (Triticum aestivum L., cv. Gazul), un trigo blando de primavera de ciclo corto, que 
posee aristas en la espiga, con una altura de la planta media y en el que el inicio del 
encañado es precoz; el espigado, entre precoz y muy precoz; y la madurez, de media a 
precoz. Su resistencia a enfermedades es media para el oidio y la septoria, alta a la roya 
parda y entre media-alta a la roya amarilla y encamado. La productividad de este cultivar 
es aceptable entre los trigos de primavera aunque la capacidad de ahijamiento oscila de 
media a baja, lo que obliga a incrementar la dosis de semilla. Su espiga posee alta fertilidad 
y una buena calidad del grano, incluyéndose entre los llamados trigos de fuerza por su 
elevada calidad harinera (Datos aportados por GENVCE- Grupo para la Evaluación de 
Nuevas Variedades de Cereales). 
3.2. Condiciones de cultivo 
Con objeto de evaluar el impacto del cambio climático global en la productividad del 
trigo, la experimentación se desarrolló en condiciones naturales lo más próximas posible a 
las propias de los cultivos de trigo en áreas Mediterráneas, caracterizadas por una escasa 
disponibilidad de agua, temperaturas cálidas e intensidades luminosas elevadas. Este 
estudio pudo ser abordado gracias al empleo de cámaras de gradiente de temperatura y 
control del CO2 del aire (Rawson et al., 1995) que permitieron aumentar la temperatura y 
el nivel de CO2 de crecimiento, además de modificar el suministro de nitrógeno para el 
desarrollo de las plantas, cámaras disponibles en el Instituto de Recursos Naturales y 
Agrobiología de Salamanca (IRNASA, CSIC) para su uso sobre los cultivos de trigo (Pérez 
et al., 2005). La utilización de dicha metodología permitió la investigación de aquellos 
factores que fluctúan de forma conjunta sobre los ecosistemas agrícolas en condiciones 
naturales, desde la perspectiva de que la interacción entre varios factores ambientales 
podría causar efectos que no podrían predecirse en un análisis separado de los mismos. 
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En una parcela de unos 2600 m2 de la finca experimental de Muñovela, perteneciente al 
IRNASA localizada a 41º95´N, 5º5´W y 800m sobre el nivel del mar, durante dos 
anualidades -2004 y 2006-, se sembró el trigo de primavera (Triticum aestivum L. cv. 
Gazul) con las prácticas agrícolas habituales, en un suelo arenoso-arcilloso de pH alcalino 
(pH=7,7) con niveles de fósforo, potasio y calcio de 22, 140 y 280 ppm, respectivamente, a 
razón de 200 kg·ha-1 y 13,6 cm de espaciado entre hileras el 29 de Enero del 2004 y 24 de 
Enero del 2006. Antes de la siembra, había sido aplicado un abonado de fondo con 
fertilizantes que contenían nitrógeno (NH4NO3), fósforo (P2O5) y potasio (K2O) (32, 60 y 
60 kg·ha-1, respectivamente) en la anualidad del 2004; si bien en la anualidades del 2006 se 
evitó la adición previa de fertilizante nitrogenado al suelo, abonándose únicamente con 
fósforo y potasio en cantidad de 60 kg·ha-1 cada uno. Con posterioridad se realizó una 
aplicación manual de fertilizante nitrogenado disuelto en agua (Ca(NO3)2·4H2O), en 
cantidades abajo descritas, el día 21 de Abril del 2004 y 27 de Marzo del 2006. Los 
cultivos se regaron semanalmente con un sistema de goteo aportando cantidades de agua 
equivalentes a la precipitación media en la zona durante el periodo de experimentación (el 
cálculo se realizó con la media de los últimos 20 años, 198 mm, entre los meses de Febrero 












Figura 1. Fotografía de la finca experimental de Muñovela (Salamanca) en una de las anualidades de la 
presente experimentación. Se muestra la disposición de las seis cámaras de gradiente de temperatura y 
control del CO2 del aire sobre los cultivos de trigo.   
 
Después de la emergencia de las plántulas, se montaron sobre el cultivo, en sitios 
diferentes cada año, seis cámaras de gradiente de temperatura y control del CO2 del aire, el 
día 6 de Mayo en el 2004 y el 12 de Abril en el 2006. Las cámaras se colocaron en dos 
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hileras paralelas, con tres cámaras cada una y una separación entre las cámaras, tanto en 
sentido longitudinal como transversal, de unos 10 metros para evitar el sombreado entre 
ellas (Figura 1). 
Tres de las cámaras se mantuvieron a la concentración de CO2 ambiental (370 
µmol·mol-1) y las otras tres, al doble de dicha concentración (700 µmol·mol-1) durante las 
horas de luz, ya que el enriquecimiento en CO2 durante la noche podría considerarse 
irrelevante debido a la carencia de efectos directos del CO2 en la respiración foliar en la 
oscuridad (Jahnke & Krewitt, 2002; Davey et al., 2004). Cada cámara, a su vez, estaba 
dividida en tres módulos, estableciéndose una diferencia de temperatura entre los módulos 
extremos que nos permitieron comparar temperaturas ambientales con temperaturas más 
elevadas según los pronósticos de cambio climático. Se establecieron dos niveles de 
suministro de nitrógeno añadiendo a cada una de las mitades longitudinales de cada 
módulo de las cámaras, y con una distribución al azar, los aportes de nitrato cálcico 
necesarios para conseguir cantidades totales de dicho nutriente de 140 y 32 kg·ha-1 en 2004 
y 140 y 15 kg·ha-1 en 2006, en las fechas arriba indicadas. El seguimiento del cultivo se 
realizó desde la siembra hasta la madurez.   
Este diseño experimental permitió investigar las combinaciones factoriales de dos 
niveles de CO2 de crecimiento (370 y 700 µmol·mol
-1 de CO2), dos temperaturas (ambiente 
y ambiente más 2 ºC) y dos niveles de suministro de nitrógeno (deficiencia y abundancia 
en dicho nutriente).   
3.3. Cámaras de gradiente de temperatura y control del CO2 del aire 
Las cámaras de gradiente de temperatura colocadas sobre el cultivo (Pérez et al., 2005), 
basadas en las descritas por Rawson et al. (1995), poseían unas dimensiones de 9 m de 
largo, 2,2 m de ancho y 1,7 m de altura en el centro. Cada una de las cámaras constaba de 
tres módulos (con una longitud de 3 m cada uno) separados por septos horizontales de 
policarbonato de unos 15 cm de ancho con  una separación entre septos de unos 10 cm, los 
cuales generaban unas ranuras con la finalidad de reducir el mezclado de aire por 
convección (Figura 2). El armazón de cada cámara era de aluminio, con paredes 
transparentes de policarbonato que filtraban la radiación UV y prevenían del posible efecto 
que las ráfagas de aire pudieran tener en el gradiente de temperatura establecido en su 
interior; el techo, de película de polietileno, facilitaba la transmisión de la radiación tanto 
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la fotosintéticamente activa como la ultravioleta. Las cámaras se encontraban fijadas a 
tablones de madera, y éstos a su vez, anclados al suelo con picas metálicas. 
Dos ventiladores de entrada (90 W, 0,5 m3·s-1) colocados en el módulo inicial y un 
ventilador de salida (140 W, 0,54 m3·s-1) situado en el techo del módulo final, permitían 
que el aire circulase continuamente en el interior de la cámara a la velocidad necesaria para 
mantener la diferencia de temperatura requerida entre los dos módulos extremos. La 
velocidad mínima de los ventiladores se fijó en un 40% de su velocidad máxima. Para 
mantener la diferencia de temperatura durante la noche y en aquellos momentos en los que 
la radiación solar por si misma era insuficiente, se colocaron tres calefactores pequeños 
(250-500 W) en el módulo final. En definitiva, el conjunto de ventiladores y calefactores 
mantuvieron el módulo inicial a temperatura similar a la del aire exterior y el módulo final 














Figura 2. Esquema de una de las cámaras de gradiente de temperatura y control de CO2 del aire utilizada en 
el experimento.  
 
Para el mantenimiento de la temperatura y el control del funcionamiento de los 
ventiladores y calefactores, los termopares del diseño original propuesto por Rawson et al. 
(1995) fueron sustituidos por dos sondas Pt-100. Una de ellas, se colocó fuera de la 








































Distribución al azar de 
los dos niveles de 
Nitrógeno 
Distribución al azar de 

















                                                                                                               Materiales y Métodos 
 63 
inicial lo máximo posible a la temperatura del exterior; mientras que la otra sonda se 
colocó en el centro del módulo final y un comparador de ambas sondas fue conectado a un 
controlador programable integrador diferencial derivador (PID) que regulaba la puesta en 
marcha y la velocidad de los ventiladores y calefactores situados en el interior de las 
cámaras. 
Como se ha indicado en el apartado anterior, la mitad de las cámaras se mantuvieron 
con concentración ambiental de CO2 y en la otra mitad, el CO2 del aire se aumentó hasta 
700 µmol·mol-1 durante las horas de luz, inyectando CO2 junto a los ventiladores del 
módulo de entrada, para facilitar que la mezcla lateral de CO2 en las cámaras fuese 
completa. Para el control del CO2 dentro de las cámaras se empleó un analizador de 
infrarrojos (IRGA) que medía continuamente el CO2 en el módulo final de la cámara, 
medida que era enviada al controlador (PID) para abrir más o menos las electroválvulas 
que inyectaban CO2 (en ciclos de 10 segundos el PID controlaba su apertura). Sensores de 
humedad y temperatura (HMD50, Vaisala, Helsinki, Finlandia) y una sonda de aire 
conectada a otro analizador de gases infrarrojo fueron colocados en el centro de cada 
módulo. Sensores de luz (LI-190SB, LI-COR, NE, USA) localizados en el interior de las 
cámaras y en el exterior, sobre el techo de las mismas, permitieron registrar la cantidad de 
radiación fotosintéticamente activa (PAR). 
En la figura 3 se muestran los valores medios de temperatura y humedad en las cámaras 
comparadas con el aire exterior, así como las concentraciones de CO2 en las cámaras, 
durante el muestreo de las hojas, entre los estadios de desarrollo de emergencia de la 
espiga y antesis, en los dos años experimentales. Las temperaturas en las horas de luz en 
2004 y 2006 fueron, respectivamente, 2,5 y 2,1 ºC más altas en el módulo caliente de 
salida que en el fresco de entrada de las cámaras. Las diferencias de temperatura entre el 
módulo de entrada y el aire externo en las horas de luz fueron -0,6 y -1,5 en 2004 y 2006, 
respectivamente. La humedad del aire en las cámaras fue mayor en la noche y similar en el 
día para los módulos fríos que los cálidos de las cámaras. En 2006, la humedad del aire en 
las cámaras fue mayor que en el aire externo tanto durante las horas de luz como la noche.      
El registro de todas las variables controladas se realizó automáticamente y de forma 
continuada en un ordenador mediante convertidores analógico-digitales (Microlink 751, 
Biodata Ltd, Manchester, UK) y el empleo del software Windmill con la herramienta de 
programación Test-Seq (Biodata Ltd). A su vez una de las subrutinas del mencionado 
software controlaba las electroválvulas que mantenían abierta o cerrada cada una de las dos 
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rampas disponibles en el sistema para el suministro de CO2 a las cámaras de CO2 elevado, 
cada una de las cuales constaba de siete botellas cuya presión se controlaba con un 
manómetro. Cuando la concentración de CO2 descendía por debajo del nivel fijado, era 
indicativo de que la rampa con el grupo de botellas de CO2 en uso se había agotado, 
cerrándose la válvula correspondiente; para abrirse, a continuación y de manera automática 
la correspondiente a la otra rampa con el restante grupo de botellas de CO2 disponibles 











Figura 3. Valores promedio durante el mes de Mayo, a lo largo del día, de la temperatura, humedad y 
concentración de CO2 en las cámaras de gradiente de temperatura, bien a temperatura ambiente (línea de 
trazado grueso discontinuo) o temperatura 2 ºC más elevada (línea de trazado grueso continuo); y CO2 
ambiente (línea de trazado grueso discontinuo) o CO2 elevado (línea de trazado grueso continuo). Las líneas 
de trazado fino discontinuo representan la temperatura o la humedad en el exterior de las cámaras.   
 
El ordenador junto al IRGA, los controladores y demás equipamiento necesario para el 
funcionamiento de las cámaras de gradiente de temperatura se encontraban situados en el 
interior de una caseta metálica en la proximidad de las cámaras. Mientras que las rampas 
con las botellas de CO2 se encontraban en otra caseta de dimensiones mayores, en la 
proximidad del cultivo. 
3.4. Recogida y preparación de muestras foliares  
En diferentes estadios del desarrollo de los cultivos de trigo -emergencia de la espiga y 
después de la antesis-, al igual que se ha indicado previamente en la descripción de las 
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última hoja completamente desarrollada -hoja bandera-, entre las 4-6 horas después de 
comenzar el periodo luminoso, momento de máxima fotosíntesis. A la emergencia de la 
espiga, las muestras foliares se recogieron el 26 de Mayo de 2004 y el 17 de Mayo en 
2006. La segunda muestra se recogió unos días después de la antesis (dda) coincidiendo en 
las diferentes anualidades con las fechas siguientes: el 9 de Junio de 2004 (12 dda) y 30 de 
Mayo de 2006 (15 dda).  
La recogida de muestras se realizó en las mismas condiciones de iluminación, nivel de 
CO2 y temperatura empleadas durante el crecimiento de las plantas; hojas que fueron 
cortadas a la altura de la lígula, in situ, e inmediatamente introducidas en nitrógeno líquido 
para inmovilizar el metabolismo, siendo transferidas con posterioridad a sobres de 
aluminio convenientemente etiquetados para su identificación posterior. Con objeto de 
disponer de material vegetal suficiente para la realización de los diferentes análisis, se 
cortaron cuatro hojas por tratamiento y se almacenaron juntas, recogiéndose a su vez una 
nueva submuestra por tratamiento, en cantidad y representatividad similares. Dicho 
material vegetal fue posteriormente trasladado desde el campo al laboratorio en nitrógeno 
líquido, y las muestras se conservaron en congeladores a -80 ºC, hasta su uso en los 
diferentes análisis bioquímicos y moleculares asociados al desarrollo de este trabajo de 
investigación: valoración de actividades enzimáticas, análisis de intermediarios del 
metabolismo del carbono y nitrógeno y estudios de expresión génica.  
Esta recogida de muestras se realizó paralelamente a medidas de la asimilación 
fotosintética del carbono con un IRGA (CIRAS-2, PP systems, Hitchin, Herts., UK) y de 
fluorescencia de la clorofila con un fluorímetro modulado (PAM 2000), en la hoja bandera 
del trigo. También se llevaron a cabo estudios de crecimiento del cultivo en diferentes 
fases de desarrollo desde la emergencia de la espiga hasta la madurez. Con este objeto en 
cada uno de los tratamientos experimentales se contó el número de tallos en 0,5 metros de 
dos hileras adyacentes, cortándose a continuación 5 tallos de cada uno de los extremos 
opuestos de las dos hileras consideradas. Dichas plantas fueron introducidas en sacos 
convenientemente etiquetados y transportadas al laboratorio, donde se separaron las 
diferentes partes de la planta, la hoja bandera, resto de hojas, tallos (primer entrenudo y 
resto tallo), y en su caso, espiga y granos, determinándose el peso fresco, la superficie 
verde con un planímetro electrónico (Li-3000 A, Li-Cor, Lincoln, NE, USA) y el peso seco 
-después de secar en estufa a 60 ºC durante 48 horas-, con objeto no sólo de conseguir una 
estimación de la velocidad de crecimiento y desarrollo del cultivo sino también de la 
acumulación de biomasa.   
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Las muestras foliares de los diferentes tratamientos experimentales y estadios de 
desarrollo, recogidas y almacenadas como se ha indicado anteriormente, fueron maceradas 
y homogeneizadas en un mortero preenfriado en nitrógeno líquido. Alícuotas de pesos 
diferentes (indicadas en la descripción de cada uno de los métodos utilizados en este 
capítulo) se transfirieron con espátula congelada a eppendorfs de seguridad mantenidos en 
nitrógeno líquido que habían sido previamente tarados en una balanza de precisión 
(Precisa, XT 220 A). Una vez colocada la muestra vegetal macerada en su interior, se 
pesaron nuevamente, con objeto de obtener el peso fresco exacto utilizado para cada una 
de las extracciones realizadas. Lo cual permitió con posterioridad la conversión de los 
resultados obtenidos y su expresión en las unidades convenientes, considerando los gramos 
de peso fresco empleados en los diferentes análisis. 
3.5. Extracción de metabolitos del carbono y nitrógeno 
En las muestras foliares arriba indicadas se realizaron extracciones de los diferentes 
metabolitos, adoptándose métodos descritos en la bibliografía, con ligeras modificaciones, 
ajustándolos a las características del material vegetal empleado, a los recursos disponibles 
en el laboratorio y a los límites de detección del espectrofotómetro empleado.  
3.5.1. Carbohidratos, aminoácidos y clorofila 
Los carbohidratos solubles (glucosa, fructosa, sacarosa y fructanos), aminoácidos y 
clorofila se extrajeron con etanol al 80% (v/v) y temperatura elevada (Stitt et al., 1978), 
método sencillo aunque tedioso, por requerir varias extracciones secuenciales. Con este fin, 
150 mg del material vegetal macerado fueron transferidos a un eppendorf de seguridad, el 
cual se homogeneizó con 1 ml de etanol al 80% tamponado con Hepes-KOH 10 mM 
(pH=7,5) mediante agitación con un vortex (Heidolph); la muestra homogeneizada fue 
incubada en un bloque térmico (P Selecta) a 60 ºC durante 30 minutos. Con posterioridad, 
se centrifugó a máxima velocidad en una centrífuga para eppendorfs (Heraeus, Biofuge 
pico) a 13000 rpm durante 10 minutos; el sobrenadante se transfirió a un matraz de 10 ml 
que se mantuvo en oscuridad y a una temperatura de 4 ºC, para evitar la degradación de las 
clorofilas por la luz durante las extracciones sucesivas. Este mismo proceso se repitió otras 
dos veces más, siendo los sobrenadantes de ambas extracciones transferidos al matraz que 
contenía el extracto inicial. El precipitado obtenido tras las tres extracciones etanólicas, fue 
homogeneizado nuevamente con 1 ml de Hepes-KOH 10 mM e incubado en bloque 
térmico a 80 ºC durante 30 minutos, con objeto de extraer los fructanos de alto grado de 
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polimeración contenidos en la muestra. Tras la incubación del extracto, se centrifugó en las 
condiciones arriba indicadas, y el sobrenadante fue recogido y transferido junto a los 
extractos etanólicos contenidos en el matraz almacenado en la oscuridad. Dicho proceso se 
repitió secuencialmente, dos veces más, y los extractos unidos a los anteriores. La mezcla 
de extractos, etanólicos y acuosos, se llevó en el matraz a un volumen de 10 ml con etanol 
al 40% tamponado con Hepes-KOH 10 mM (pH=7,5); tras ser homogeneizada la mezcla, 
una alícuota de 200 µl se recogió en un vial para la valoración del contenido de clorofilas 
en el extracto. El sobrenadante restante fue transferido a eppendorfs y almacenado a -20 ºC 
hasta su empleo para la valoración de los carbohidratos solubles (glucosa, fructosa, 
sacarosa y fructanos) y el contenido en aminoácidos. La fracción insoluble fue utilizada 
para el análisis de almidón.  
3.5.2. Almidón  
El almidón se analizó en el residuo insoluble obtenido de la extracción etanólica-acuosa 
del material vegetal, según el método propuesto por ap Rees et al. (1977). Residuo que fue 
homogenizado con 1 ml de agua y autoclavado durante 2 horas a 120 ºC y 1,06 Kg·cm-2 de 
presión en un autoclave (P Selecta Autester, 437-G), dejándose enfriar con posterioridad a 
temperatura ambiente. Una vez atemperado, se agitó y una alícuota de 200 µl, recogida con 
punta de pipeta cortada, se transfirió a un nuevo vial que contenía 300 µl de mezcla de 
digestión constituida por 75 U de amiloglucosidasa (Roche, 1202332) y 100 U de α-
amilasa (Roche, 102814) en 25 ml de CH3COONa 76 mM (pH=4,8); la mezcla fue 
homogeneizada e incubada a 37 ºC en un bloque térmico (P Selecta) durante un mínimo de 
16 horas. Finalmente, la glucosa procedente de la digestión del almidón fue valorada 
enzimáticamente, como se indica con posterioridad. 
3.5.3. Intermediarios fosforilados y ácidos orgánicos  
La extracción de los diferentes intermediarios fosforilados [glucosa-6-fosfato (G6P), 
fructosa-6-fosfato (F6P), glucosa-1-fosfato (G1P), uridina difosfato glucosa (UDP-
glucosa), adenosina trifosfato (ATP), 3-fosfoglicerato (3PGA)] y ácidos orgánicos [2-
oxoglutarato (2-OG) y malato] presentes en el tejido foliar se realizó con ácido perclórico 
(Morrel & ap Rees, 1986), lo que permitió la inactivación de los enzimas y la precipitación 
de las proteínas del tejido vegetal, pudiéndose valorar en el sobrenadante de la extracción 
los diversos metabolitos. 
Para la extracción, material vegetal congelado y almacenado a -80 ºC fue macerado en 
un mortero enfriado en nitrógeno líquido y unos 100 mg de muestra fueron transferidos a 
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eppendorfs de seguridad mantenidos en nitrógeno líquido. Añadiéndose al material 
macerado 400 µl de HClO4 1,5 M con EGTA 5 mM, que fue homogeneizado por agitación 
y mantenido en hielo durante 30 minutos para facilitar la inactivación de los enzimas 
foliares y la precipitación de las proteínas. Después se centrifugó a máxima velocidad, 
13000 rpm, en una centrífuga refrigerada para eppendorfs (Heraeus, Biofuge Primo R) a 4 
ºC durante 5 minutos, recogiéndose el sobrenadante sobre un nuevo vial. El precipitado de 
la extracción perclórica se lavó con 200 µl de agua, se centrifugó en las mismas 
condiciones y el sobrenadante se recogió con pipeta y se añadió al extracto anterior, 
descartándose el precipitado de la extracción. Posteriormente, el extracto ácido se 
neutralizó por adición de KOH 5 M con trietanolamina (TEA) 1 M en cantidades variables 
que oscilaron entre 120-130 µl dependiendo de la naturaleza y cantidad de muestra, 
comprobándose el pH con papel indicador (anotándose la cantidad exacta añadida para 
computarse en el volumen final de muestra en el proceso de transformación de los datos). 
El extracto neutralizado fue centrifugado en las condiciones indicadas con anterioridad, 
recogiéndose el sobrenadante en un nuevo vial. El precipitado se lavó con 50 µl de agua, 
que tras su centrifugación, fue recogido y añadido al sobrenadante anterior. Finalmente, el 
extracto perclórico obtenido fue homogeneizado y clarificado con carbón activo durante 
unos 5 minutos en hielo y centrifugado en las mismas condiciones; recogiéndose en 
eppendorf de seguridad que fueron congelados por inmersión en nitrógeno líquido. Siendo 
posteriormente almacenados a -80 ºC, hasta su utilización en la valoración de los diferentes 
metabolitos. 
3.5.4. Proteínas  
Para la extracción de las proteínas totales, aproximadamente 50 mg de material vegetal 
congelado fueron macerados en un mortero enfriado en nitrógeno líquido y 
homogeneizado con 1 ml de tampón de extracción compuesto por Tricina-KOH 50 mM 
(pH=8), sacarosa 75 mM, NaCl 10 mM, MgCl2 5 mM, EDTA 1 mM, ácido aminocaproico 
5 mM, benzamidina 2 mM, β-mercaptoetanol 0,14% (v/v) y PMSF 1mM (Morcuende et 
al., 2005). Una alícuota del homogeneizado (700 µl) se usó para la precipitación de las 
proteínas con un volumen de acetona al 100% (700 µl) que contenía β-mercaptoetanol 
0,07% (v/v) y ácido tricloroacético (TCA) 20% (p/v). Tras la incubación de la mezcla a -20 
ºC durante 2 horas, el extracto fue centrifugado a 20000 g durante 15 minutos a 4 ºC para 
precipitar las proteínas, y el sobrenadante fue eliminado. El precipitado se lavó tres veces 
con 1 ml de acetona al 100% con β-mercaptoetanol 0,07% (v/v), tras su precipitación a -20 
ºC durante 30 minutos y posterior centrifugación en las condiciones anteriormente 
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indicadas, hasta que estuvo completamente blanco (libre de cualquier pigmento o 
contaminante). Los restos de acetona del precipitado se eliminaron por calentamiento en 
estufa a 40 ºC durante 30 minutos. Las proteínas fueron solubilizadas con posterioridad en 
500 µl de tampón formado por Tris-HCl (pH=8), sacarosa 100 mM, SDS 3,5% (p/v), 
EDTA 1 mM y β-mercaptoetanol 0,07% (v/v), por incubación a temperatura ambiente, y 
agitación durante 20 minutos, y posteriores incubaciones en bloques térmicos a 95 ºC por 
un periodo de 5 minutos y a 70 ºC durante 20 minutos en agitación continua. Tras el 
enfriamiento de las muestras, se centrifugaron durante 15 minutos a temperatura ambiente 
en las mismas condiciones anteriormente indicadas, decantándose el sobrenadante a un 
nuevo vial, para la valoración en el mismo del contenido en proteínas totales. Las muestras 
fueron inmediatamente congeladas en nitrógeno líquido y almacenadas a -80 ºC hasta 
proceder a su valoración. 
3.6. Valoración de metabolitos del carbono y nitrógeno 
Los carbohidratos, aminoácidos totales, nitrato, clorofilas, proteínas totales y malato se 
analizaron en un espectrofotómetro UV/visible (Hewell-Packard, 8452A Diode Array). 
Los análisis se realizaron en cubetas de vidrio (Hellma, 6040, 1cm) o cuarzo (Hellma, 
6040-UV, 10 mm) según la longitud de onda de medida necesaria en el análisis. Los 
intermediarios fosforilados y el 2-oxoglutarato, con niveles foliares notablemente 
inferiores a los anteriores, se valoraron en extractos perclóricos; empleándose un 
espectrofotómetro de doble longitud de onda Sigma ZFP 22 (Sigma Instruments, FRG) a 
334 nm y 405 nm como longitudes de onda de medida y referencia, respectivamente 
(Figura 4). El aparato permitió la amplificación de la señal mediante un fotomultiplicador, 
facilitando la cuantificación de aquellos metabolitos con niveles foliares muy bajos. Los 
análisis se realizaron en un volumen total de 600 µl, utilizándose cubetas semi-micro 10x4 
mm de poliestireno desechables (Sarstedt, 67.742, optical pathway 10 mm). El seguimiento 
de la reacción se realizó con un registrador o impresora acoplado al aparato. 
La valoración de algunos intermediarios metabólicos -carbohidratos, intermediarios 
fosforilados y ácidos orgánicos- se realizó mediante ensayos enzimáticos acoplados a la 
oxidación-reducción de piridin nucleótidos (Lowry & Passonneau, 1972). Las cantidades 
de extracto empleadas en los análisis de los diferentes metabolitos variaron en función del 
tratamiento, la anualidad y el estadio de desarrollo foliar de las plantas de trigo. Algunos 
de los enzimas empleados en los diferentes ensayos, se encontraban en suspensión en 
sulfato amónico 3,5 M por razones de estabilidad, siendo necesaria su eliminación con 
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anterioridad a la realización de los análisis enzimáticos. Con este objeto, fueron 
desprovistos de dicho compuesto por centrifugación a 13000 rpm durante 2 minutos, 
eliminándose el sobrenadante y siendo nuevamente resuspendidos en el tampón de análisis 










Figura 4. Espectrofotómetro de doble longitud de onda Sigma ZFP 22 (Sigma Instruments, FRG). Se 
muestran los distintos componentes externos, el compartimento para la colocación de la cubeta durante el 
análisis, el registrador de la señal, y el panel de control de los parámetros, entre los que se encuentra el 
amplificador de la señal. 
 
El seguimiento de las reacciones enzimáticas tuvo lugar por observación de los cambios 
de absorbancia acontecidos en el transcurso de la reacción y hasta que se alcanzó la 
linealidad, indicativa del punto final de la misma. Dichos cambios se manifestaron bien 
con un incremento de absorbancia por reducción del NAD(P) a NAD(P)H, o con un 
descenso de absorbancia asociado a la oxidación del NAD(P)H a NAD(P). Los cambios de 
absorbancia registrados espectrofotométricamente en la valoración de los metabolitos 
pudieron ser fácilmente transformados a concentraciones, teniendo en consideración los 
coeficientes de extinción molar del NAD(P)H a la λ=340 nm (εM: 6,22 mM
-1·cm-1) y λ=334 
nm (εM: 6,18 mM
-1·cm-1) dependiendo del espectrofotómetro empleado en los análisis. Lo 
que unido a la consideración de los gramos de peso fresco empleados en las diferentes 
extracciones y sus volúmenes totales, junto a la alícuota de los extractos empleados en los 
diferentes análisis nos permitió la expresión final de los resultados como se indica en cada 
apartado. 
3.6.1. Carbohidratos solubles 
Los carbohidratos se midieron espectrofotométricamente -con una longitud de onda de 
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empleando hexoquinasa (HK) (Jones et al., 1977; Stitt et al., 1989). El sobrenadante 
obtenido por extracción etanólica-acuosa del material vegetal, almacenado a -20 ºC como 
se indicó en el apartado 3.5.1, fue descongelado a 4 ºC y homogeneizado, tomándose una 
alícuota de 500 µl en un nuevo vial que fue concentrada a sequedad con un concentrador a 
vacío (Telstar, Lioalfa 60) a 70 ºC durante 1 hora y 45 minutos. La muestra concentrada 
fue resuspendida en 500 µl de agua y centrifugada a 13000 rpm durante 5 minutos, 
pudiéndose valorar en el extracto los carbohidratos solubles: glucosa, fructosa, sacarosa y 
fructanos.  
3.6.1.1. Glucosa y fructosa 
La valoración de la glucosa y fructosa libres de la muestra, se realizó en una alícuota del 
extracto arriba indicado usando un método específico de análisis de glucosa comercial (test 
D-glucose, Boehringer Mannheim-R-biopharm, Roche, Cat. Nº 10716251035) compuesto 
por tampón TEA 86 mM (pH=7,6), NADP 3 mM, ATP 10 mM y cantidades adecuadas de 
una sal divalente Mg2SO4. La adición de 1 U de HK al medio de reacción permitió la 
transformación de ambas hexosas -glucosa y fructosa- en sus hexosas fosfato -G6P y F6P- 








Figura 5. Secuencia de reacciones que tienen lugar en la valoración enzimática de la fructosa y glucosa en 
presencia de HK, G6PDH y PGI. 
 
La incorporación de 0,5 U de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) permitió la 
oxidación de la G6P a gluconato-6-fosfato (6Pgluconato), reduciéndose un equivalente de 
NADP, con la consiguiente formación de NADPH. El incremento de absorbancia asociado 
al NADPH fue proporcional a la cantidad de glucosa libre de la muestra. Pudiendo 
determinarse a continuación, la fructosa, por conversión de la F6P en su isómero G6P 
(Figura 5) en presencia de 2,5 U de fosfoglucosa isomerasa (PGI) y transformación 
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posterior de dicho sustrato en 6Pgluconato por la G6PDH presente en el medio de 
reacción.   
En la Figura 6 se muestran los cambios de absorbancia asociados a la reducción del 
NAD(P) a NAD(P)H durante la valoración enzimática de glucosa y fructosa, cuyo 
seguimiento se realizó en un espectrofotómetro (Hewell-Packard, 8452A Diode Array) en 
las condiciones indicadas en el apartado de valoración de metabolitos. Se añadieron 
inicialmente en cubeta todos los componentes del ensayo junto a una alícuota del extracto 
acuoso generado para la valoración de carbohidratos, que tras ser homogeneizados con una 
varilla, se colocó en el espectrofotómetro para proceder a la lectura de la absorbancia 
inicial de la muestra; que fue registrada durante varios minutos (línea base del gráfico 
mostrado en la Figura 6). A continuación, la adición de los enzimas HK y G6PDH permitió 
la transformación de la glucosa en 6Pgluconato, con el consiguiente incremento de 
absorbancia, cuyo seguimiento se realizó hasta alcanzarse la linealidad de la reacción, 
indicativa de la consecución del punto final de la misma (tramo final del primer incremento 
de absorbancia mostrado en la Figura 6). La diferencia de absorbancia entre el tramo final 
de dicha reacción y la absorbancia inicial de la muestra, se asoció a la glucosa libre de la 
muestra. La adición final del enzima PGI, permitió un incremento secuencial de 
absorbancia, cuyo seguimiento se realizó hasta alcanzarse la linealidad de la reacción 
(tramo final del segundo incremento de absorbancia mostrado en la Figura 6). La 
diferencia de absorbancia del punto final de la segunda reacción y el de la primera, se 









Figura 6. Seguimiento de la valoración enzimática de glucosa y fructosa en el espectrofotómetro de diodos. 
Se muestran los cambios de absorbancia, siendo el primer tramo asociado a la glucosa libre y el segundo a la 
fructosa libre presentes en la muestra. 
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Paralelamente a las valoraciones de las muestras frente al blanco de aire, se realizó otro 
análisis en cubeta con todos los componentes del ensayo, salvo que el volumen de extracto 
utilizado en el análisis de las hexosas de la muestra, fue sustituido por agua, lo que nos 
permitió conocer los incrementos de absorbancia asociados a la simple adición de los 
enzimas durante el ensayo. Éstos fueron convenientemente sustraídos a los incrementos de 
absorbancia correspondientes a la glucosa y la fructosa de la muestra, lo que permitió 
finalmente su conversión a concentración teniendo en consideración el coeficiente de 
extinción molar del NAD(P)H. Expresándose los resultados de cada uno de los dos 
azúcares valorados en micromoles por gramo de peso fresco (µmol·g PF-1). 
3.6.1.2. Sacarosa  
Se sabe que la mayoría de las invertasas comerciales hidrolizan oligofructanos o 
fructanos de bajo peso molecular (Koroleva et al., 1998), por lo que para la valoración de 
la sacarosa por hidrólisis previa del disacárido en sus correspondientes monosacáridos, 
glucosa y fructosa, se utilizó un enzima específico –sacarasa (maltasa)-, que hidroliza de 
manera rápida y específica la sacarosa, y su actividad sobre la 1-cestosa y otros fructo-
oligosacáridos es prácticamente inapreciable (McClearly, 1999). 
Para la determinación de la sacarosa en las muestras foliares, se colocó en cubeta una 
alícuota del extracto acuoso generado para la valoración de carbohidratos junto a 8 U de 
sacarasa (maltasa) (Megazyme) en tampón maleato sódico 100 mM (pH=6,5); la mezcla se 
agitó, e incubó a temperatura ambiente durante 30 minutos para facilitar la hidrólisis de la 
sacarosa. Con posterioridad se analizó enzimáticamente la glucosa y fructosa generadas, en 
el mismo medio de reacción empleado en la valoración de la glucosa y fructosa libres de la 
muestra, indicado en el apartado anterior.  
A las concentraciones de glucosa y fructosa obtenidas en el análisis se les restó las 
concentraciones de glucosa y fructosa libres de la muestra, obteniéndose las 
concentraciones reales de glucosa y fructosa procedentes de la hidrólisis de sacarosa. Los 
resultados del contenido foliar de sacarosa se refirieron a la glucosa de este modo obtenida 
y se expresaron en µmol·g PF-1. 
3.6.1.3. Fructanos 
Los fructanos de las muestras se hidrolizaron con una mezcla de fructanasas altamente 
purificadas (Megazyme), obteniéndose glucosa y fructosa, las cuales se valoraron con 
posterioridad según el  método habitual. 
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Para la hidrólisis de los fructanos, se añadieron en cubeta una alícuota del extracto 
acuoso generado para la valoración de carbohidratos solubles junto a 2 U de fructanasa en 
tampón acetato sódico (pH=4,5), mezcla que fue agitada e incubada a temperatura 
ambiente durante 30 minutos. A continuación se valoró espectrofotométricamente la 
glucosa y fructosa mediante los análisis enzimáticos descritos con anterioridad en el 
correspondiente medio de reacción. 
A las concentraciones de glucosa y fructosa obtenidas en el análisis se les restó las 
concentraciones de glucosa y fructosa libres de la muestra, y las de la glucosa y fructosa 
procedentes de la hidrólisis de sacarosa, obteniéndose las concentraciones reales de 
glucosa y fructosa procedentes de la hidrólisis de fructanos presentes en la muestra. 
Considerando que los fructanos son polímeros lineales o ramificados de fructosa, los 
resultados del contenido foliar de fructanos se refirieron a la fructosa obtenida de este 
modo, expresándose en µmol·g PF-1.  
3.6.2. Almidón 
El almidón fue valorado como glucosa en el extracto procedente de la digestión en 
medio ácido en presencia de α-amilasa y amiloglucosidasa (ap Rees et al., 1977). 
Con este objeto se centrifugó a 13000 rpm durante 5 minutos el extracto procedente de la 
incubación a 37 ºC durante al menos 16 horas con los enzimas responsables de la digestión 
del almidón; valorándose en el sobrenadante la glucosa generada, empleándose el medio de 
reacción indicado con anterioridad en presencia de HK y G6PDH. El incremento de 
absorbancia asociado a la glucosa fue proporcional a la cantidad de almidón presente en la 
muestra foliar. Los resultados se expresaron en µmol·g PF-1. 
3.6.3. Intermediarios fosforilados y ácidos orgánicos 
Dichos metabolitos se valoraron en alícuotas de los extractos perclóricos obtenidos a 
partir del material vegetal, teniendo en cuenta análisis enzimáticos específicos para cada 
uno de ellos (Stitt et al., 1984; Stitt et al., 1989).  
3.6.3.1. Hexosas fosfato y uridina difosfato glucosa 
Las hexosas fosfato: G6P, F6P y G1P se analizaron junto a la UDP-glucosa, en base a 
un método enzimático secuencial fundamentado en el propuesto por Stitt et al. (1984). 
Para el análisis conjunto de las hexosas-P y la UDP-glucosa se transfirió una alícuota 
del extracto perclórico, obtenido para el análisis de los intermediarios metabólicos, a una 
cubeta junto a los siguientes componentes: Hepes-KOH 50 mM (pH=7,5), MgCl2 5 mM y 
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NADP 0,35 mM. La adición inicial de 0,7 U de G6PDH (Roche, 127655) permitió la 
oxidación de la G6P en 6Pgluconato y la incorporación de 0,8 U de PGM (Roche, 108375) 
facilitó la conversión de la G1P en G6P y su posterior conversión en 6Pgluconato en 
presencia de la G6PDH; siendo la F6P valorada a continuación por incorporación de 1,4 U 
de PGI (Roche, 128139) transformándose en su isómero G6P y ésta en 6Pgluconato por la 





Finalmente, la UDP-glucosa presente en el extracto foliar fue valorada al añadir 
Na4P2O7·10H2O 0,35 mM junto a 0,8 U de uridina-difosfato pirofosforilasa (UDPG-PP) 
(Sigma, U8501) transformándose en G1P, que continuó la secuencia de conversiones hasta 
el 6Pgluconato por la presencia de los enzimas correspondientes en el medio de reacción. 
Los cálculos finales permitieron expresar las concentraciones de G6P, F6P, G1P y UDP-
glucosa en nmol·g PF-1.  
3.6.3.2. 3-Fosfoglicerato 
El 3PGA se determinó según el método indicado por Stitt et al. (1989), conforme a la 
siguiente secuencia de reacciones:    
   
 
 
Este metabolito se valoró en una alícuota del extracto perclórico utilizando un medio 
cuya composición fue: Hepes-KOH 50 mM (pH= 7,5), MgCl2 5 mM, ATP 1 mM y NADH 
50 µM. La incorporación de 7 U del enzima 3-fosfoglicerato quinasa (PGK; Sigma, P7634) 
facilitó la fosforilación del 3PGA formándose glicerato-1,3-bisfosfato, el cual fue 
posteriormente reducido a gliceraldehído-3-fosfato por la adición de 7 U de gliceraldehído-
3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH) (Roche, 10568620). La concentración final del 3-PGA 
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3.6.3.3. Adenosina trifosfato 
La valoración del ATP se realizó siguiendo el protocolo propuesto por Stitt et al. 






La composición del medio empleado para la valoración de dicho intermediario en una 
alícuota del extracto perclórico fue: Tris-HCl 100 mM (pH=7,5), MgCl2 5 mM, NADP 
0,35 mM, glucosa 1 mM, 0,7 U de G6PDH (Roche, 127655) y 1,4 U de PGI (Roche, 
128139). Los componentes de la mezcla se incubaron durante 5 minutos a temperatura 
ambiente, lo que permitió eliminar la posible interferencia en el análisis de la G6P y F6P 
presentes en la muestra foliar debido a que la cantidad excedente de F6P respecto a G6P 
podría inhibir la actividad G6PDH. La G6P endógena presente en el extracto se eliminó 
por adición de G6PDH que permitió su transformación en 6Pgluconato; y la F6P, por 
adición de PGI que catalizó la conversión en su isómero G6P y su oxidación posterior a 
6Pgluconato por la G6PDH. Una vez transcurrido el tiempo de incubación, la valoración 
del ATP se inició con la adición de 0,9 U de HK (Roche, 1426362) al medio de reacción, 
facilitándose la fosforilación de la glucosa y posterior conversión de la G6P formada en 
6Pgluconato mediante la G6PDH presente en el medio de incubación. Los niveles de ATP 
se expresaron en nmol·g PF-1. 
3.6.3.4. Ácido 2-oxoglutarato  
La valoración del 2-oxoglutarato se realizó según el método descrito por Burlina (1984), 




El mencionado ácido orgánico se valoró en un medio de reacción compuesto por: 
Hepes-KOH 50 mM (pH=7,5), NH4Cl 20 mM y NADH 50 µM, junto a una alícuota del 
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extracto perclórico generado para la valoración de intermediarios metabólicos. La 
incorporación de 1,5 U de glutamato deshidrogenasa (GDH; Sigma, G2626) facilitó la 
aminación reductiva del 2-oxoglutarato con la consiguiente formación de glutamato. La 
concentración final del 2-OG se expresó en nmol·g PF-1. 
3.6.3.5. Malato  
El malato se determinó empleándose 3-acetilpiridina adenina dinucleótido (APAD), 
como piridin nucleótido, cuya valoración se realizó espectrofotométricamente a la longitud 
de onda de 366 nm, según el método propuesto por Stitt (1984) basado en la siguiente 




Este ácido orgánico se valoró utilizando una alícuota del extracto perclórico en un 
medio que contenía TEA 100 mM (pH=8,5), APAD 0,33 mM, acetil-coenzima A 0,33 mM 
junto a 0,4 U de citrato sintasa (CS; Roche, 103381). La reacción se inició por adición de 6 
U de malato deshidrogenasa (MDH; Roche, 127256) que permitió la oxidación del malato 
en oxalacetato y su posterior conversión, en presencia de acetil-CoA, a citrato mediada por 
el enzima citrato sintasa. 
La concentración de malato se expresó en µmol·g PF-1 considerando el coeficiente de 
extinción molar del APADH a la λ=366 nm (εM: 9,1 mM
-1·cm-1) junto a la cantidad de 
extracto empleado en el análisis, el volumen total de extracto perclórico y los gramos de 
peso fresco del material vegetal empleado en dicha extracción. 
3.6.4. Aminoácidos  
La valoración de los aminoácidos en el extracto etanólico-acuoso se llevó a cabo 
mediante dos métodos de análisis; con uno de ellos se realizó una valoración colorimétrica 
empleando el método de la ninhidrina (Hare, 1977) con objeto de obtener una estimación 
del contenido total de aminoácidos; y con el otro, los aminoácidos fueron analizados 
individualmente por cromatografía líquida de alta presión (HPLC), mediante el método 
propuesto por Gollan et al. (1992),  valoración que permitió determinar la contribución de 
cada uno de ellos al total de aminoácidos valorados. 
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(i) Método de la ninhidrina 
Los aminoácidos totales se valoraron en el extracto etanólico-acuoso procedente de la 
extracción de carbohidratos solubles, utilizando el método de la ninhidrina (Hare, 1977); 
oxidante fuerte que provoca la descarboxilación oxidativa y desaminación de los 
aminoácidos. Método basado en la reacción de la ninhidrina (hidrato de tricetohidrindeno) 
con los α-aminoácidos a temperaturas elevadas, formándose amoniaco y anhídrido 
carbónico por reducción de la ninhidrina a hidrindantina. La cual reacciona a su vez con el 
amoniaco y otra molécula de ninhidrina generando un compuesto de coloración azul-
púrpura, denominado púrpura de Ruthermann. Cromóforo que tiene su máxima absorción a 
570 nm.  
El reactivo de ninhidrina se preparó mezclando in situ las siguientes soluciones: 50 mg 
de Cd (CH3CO2)2 en 1 ml de acético glacial y 5 ml de agua, junto a la ninhidrina 0,1% 
(p/v) en acético glacial (50 ml). Para la valoración del contenido de aminoácidos en las 
muestras, una alícuota del extracto etanólico-acuoso fue transferida a un eppendorf de 
seguridad junto a 500 µl de reactivo de ninhidrina, añadiéndose agua hasta completar un 
volumen final de 1 ml. La mezcla se homogeneizó por agitación e incubó en un bloque 
térmico a 70 ºC durante 10 minutos, se dejó atemperar a temperatura ambiente durante 15 
minutos; valorándose con posterioridad la coloración a 570 nm en un espectrofotómetro 
(Hewell Packard, 8452A Diode Array), frente a un blanco con ninhidrina y agua. 
Paralelamente a la medida de las muestras se realizó una recta de calibración con diferentes 
cantidades de glutamina, a partir de una solución estándar de glutamina 1 mM (Sigma, 
G3126). La medida de absorbancia obtenida fue proporcional a la concentración de dicho 
aminoácido, lo que permitió la transformación de los resultados como µmol·g PF-1. 
(ii) Cromatografía líquida de alta presión 
Todos los aminoácidos individuales, a excepción de prolina y cisteína, se midieron en el 
extracto etanólico-acuoso según el método de Gollan et al. (1992), usando cromatografía 
líquida de alta presión. En la que la separación de aminoácidos se realizó por 
cromatografía en fase reversa, consistente en un disolvente fundamentalmente polar, como 
fase móvil, y una cadena hidrocarbonada ligada, como fase estacionaria; y la detección y 
cuantificación tuvo lugar previa conversión del grupo amino primario de los aminoácidos 
en un derivado fluorescente con el agente derivatizante oftalaldehído (OPA), que fue 
posteriormente medido con un fluorímetro.  
 












Figura 7. Se muestran los diferentes componentes del sistema de cromatografía líquida de alta presión 
(HPLC). El sistema de bombas con un operador de gradiente integrado que permite el control de la presión 
del sistema y la velocidad de flujo de los tampones. El equipo de colocación de muestras refrigerado a 4 ºC 
(Autosampler 460), que permite la inyección automática de las muestras junto a OPA en el HPLC. Se 
muestra también la columna -Hyperclone- que facilita la separación de los aminoácidos, a la que previamente 
se une una precolumna (las cuales se introducen en una cámara refrigerada para mantener la temperatura a 18 
ºC) ; junto al detector (SFM 25 Kontron), el registrador y el sistema de recogida de residuos.   
 
El equipo de HPLC utilizado para la valoración de aminoácidos se componía de un 
inyector de muestras automatizado (Autosampler 460), refrigerado a 4 ºC (Figura 7), en el 
que 35 µl del extracto etanólico fueron derivatizados con 35 µl de una mezcla del reactivo 
OPA, constituido por 25 mg de OPA en 0,5 ml de metanol, 4,5 ml de tampón borato-KOH 
0,8 M (pH=10,4) y 50 µl de ácido mercaptopropiónico, siendo cada 62 minutos inyectada 
una nueva muestra; junto a un sistema de bombas con un operador de gradiente integrado, 
necesario para mover la fase móvil a través de la columna (Figura 7). Fase móvil 
constituida por el tampón A (un litro de Na2HPO4 12 mM (pH= 6,8) con 4 ml de 
tetrahidrofurano) y tampón B (250 ml de  Na2HPO4 12 mM (pH= 6,8), 150 ml de metanol 
y 105 ml de acetonitrilo), en los que las fases acuosas se filtraron previamente con un 
sistema de vacío a través de filtros de acetato de celulosa con tamaño de poro de 0,45 µm 
(Sartorius, Goettingen); siendo finalmente desgasificados con un ultrasonido (Sonorex 
super 10P, Bandelin) durante 45 minutos. La fase estacionaria se componía de una 
columna rellenada con partículas de sílice (Hypersil) junto a una capa de octadecil silano 
(C18) fijadas mediante enlaces covalentes, con un tamaño de partícula de 3 µm y 
dimensiones de 150x4,60 mm (Hyperclone 3 µm ODS). Para prolongar la vida media de la 
columna analítica, previa a la misma, se colocó una precolumna, cuyo relleno 
(Phenomenex, Luna 10u-PREP C18(2)), poseía características semejantes a los de la 
columna, pero con un tamaño de partícula algo mayor con objeto de facilitar la retención 
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de pigmentos o componentes que pudieran interferir en la separación de las muestras o 
bien pudieran unirse irreversiblemente a la fase estacionaria (la precolumna se renovaba 
con frecuencia, una vez valoradas un cierto número de muestras). La columna y 
precolumna se mantuvieron a una temperatura constante de 18 ºC, por introducción de las 
mismas en una cámara refrigerada (Figura 7).  
El proceso de separación cromatográfica se inició tras la inyección automática del 
volumen adecuado de extracto junto con el agente derivatizante, continuando la separación 
de los componentes mientras los analitos y la fase móvil fueron bombeados a través de la 
columna a una velocidad de flujo de 0,8 ml/minuto. Tras la derivatización del primer grupo 
amino con OPA se generó un compuesto fluorescente que se midió con un fluorímetro. Las 
señales generadas por el fluorímetro (Fluorometer SFM 25, Kontrons Instrument), a una λ 
de excitación de 330 nm y de emisión de 450 nm, fueron cuantificadas e identificadas por 
comparación de estándares de aminoácidos originales (Sigma, Deisenhofen, FRG), usando 
un sistema de datos (D 450, kontron). Considerando los tiempos de retención y la 
definición de los picos obtenidos en el cromatograma de las muestras junto al factor de 
calibración obtenido con los estándares a concentraciones de 10 y 20 µM de aminoácidos, 
se transformaron los resultados obtenidos para los diferentes aminoácidos en cada muestra, 
siendo su expresión final µmol·g PF-1. Mediante el software de datos cromatográficos 
Chromeleon 6.3 (Dionex) se controlaba el sistema completo de HPLC, siendo también 
empleado para la valoración de los cromatogramas y la cuantificación.  
3.6.5. Nitrato 
El nitrato se determinó por espectrofotometría según el método propuesto por Cawse 
(1967). Unos 200 mg de material vegetal macerado y congelado fueron transferidos a un 
vial (de peso exacto conocido) mantenido en nitrógeno líquido. El material vegetal se secó 
en una estufa a 60 ºC durante 48 horas, una vez enfriado a temperatura ambiente, el vial 
conteniendo la muestra seca fue pesado en una balanza de precisión (Precisa, XT 220 A); 
la sustracción del peso final obtenido tras la desecación en estufa al peso fresco de muestra 
junto al peso del vial obtenido inicialmente nos permitió obtener el peso seco de la muestra 
vegetal. A continuación, el material vegetal fue homogeneizado con 1 ml de agua y 
autoclavado durante 1 hora a 120 ºC y 1,06 Kg·cm-2 de presión en un autoclave (P Selecta 
Autester, 437-G). Tras enfriarse la muestra, se centrifugó a máxima velocidad -13000 rpm- 
durante 10 minutos; del sobrenadante obtenido se transfirió una alícuota de 100 µl a un 
nuevo vial junto a 900 µl de agua. El extracto homogeneizado fue clarificado con carbón 
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activo durante 10 minutos y posteriormente centrifugado en las condiciones indicadas 
anteriormente. Del extracto clarificado se tomaron 75 µl en un nuevo vial, añadiéndose 125 
µl de agua y  400 µl de ácido sulfámico 1,5% (para eliminar el nitrito de la muestra), junto 
a 400 µl de HClO4 10% (para eliminar interferencias por materia orgánica). La mezcla fue 
homogeneizada por agitación e incubada a temperatura ambiente durante 30 minutos, 
posteriormente fue centrifugada durante 5 minutos a máxima velocidad y la absorbancia 
del extracto medida a 210 nm en un espectrofotómetro UV-Visible (Hewell-Packard, 
8452A Diode Array), empleándose cubetas de cuarzo (Hellma, 6040-UV, 10 mm) frente a 
un blanco compuesto por 200 µl de agua, 400 µl de ácido sulfámico 1,5% y 400 µl HClO4 
10%.   
Paralelamente a la valoración del nitrato en las muestras foliares se realizó una recta de 
calibración con diferentes cantidades de KNO3, a partir de una solución estándar de KNO3 
1 mM. La regresión obtenida nos permitió determinar la concentración de nitrato, teniendo 
en consideración tanto las diluciones realizadas durante el proceso de valoración como el 
peso fresco de muestra, o el peso seco de la misma; lo que nos permitió expresar los 
resultados en micromoles de nitrato por gramo de peso fresco (µmol·g PF-1) o micromoles 
de nitrato por gramo de peso seco (µmol·g PS-1). 
3.6.6. Clorofilas 
El método empleado para la valoración de clorofilas en los extractos etanólicos 
obtenidos para la determinación de carbohidratos solubles fue el de Arnon (1949), basado 
en la medida de absorbancia de la clorofila a las longitudes de onda de 663 y 645 nm en 
acetona al 80% (v/v).  
Una alícuota de 200 µl del extracto etanólico-acuoso homogeneizado, y mantenido en 
oscuridad y frío durante el proceso de extracción de los carbohidratos, fue transferida a un 
eppendorf con 800 µl de acetona al 100%. La mezcla fue agitada y transferida a 4 ºC en 
oscuridad durante un periodo de 10 minutos, siendo posteriormente centrifugada a 13000 
rpm durante 5 minutos. La absorbancia del extracto obtenido se midió 
espectrofotométricamente (Hewell-Packard, 8452A Diode Array) a 663 y 645 nm, 
empleándose como blanco acetona al 80%. Las absorbancias obtenidas a ambas longitudes 
de onda nos permitieron obtener el contenido total de clorofilas en los extractos foliares, 
realizando la siguiente conversión:    
Clorofila total (mg/ml)= (8,02 x A663) + (20,2 x A645) 
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Los resultados se expresaron en mg de clorofila por gramo de peso fresco (mg·g PF-1), 
considerando las diluciones durante el proceso de valoración de clorofilas junto al volumen 
total del extracto etanólico-acuoso y el peso fresco de muestra foliar empleado en la 
extracción de carbohidratos. 
3.6.4. Proteínas totales 
El contenido en proteínas totales en el sobrenadante se determinó colorimétricamente 
usando el método de Lowry et al. (1951) con ligeras  modificaciones según Peterson 
(1977). Con este objeto, 25 µl del extracto procedente de la solubilización de las proteínas 
totales se transfirieron a un tubo pyrex junto a 975 µl de agua y 200 µl de desoxicolato de 
sodio (DOC) 0,15% (p/v). La mezcla homogeneizada se mantuvo durante 10 minutos a 
temperatura ambiente, añadiéndose a continuación 200 µl TCA 72% (p/v), que tras su 
agitación, fue transferida a 4 ºC durante 15 minutos para facilitar la precipitación de las 
proteínas. A continuación se centrifugó durante 15 minutos a 3000g en una centrífuga 
basculante (Heraeus Sepatech, Labofuge Ae), descartándose el sobrenadante. Al 
precipitado, se añadió 1 ml de agua y 1 ml del reactivo cobre-tartrato-carbonato (CTC) 
constituido por una mezcla de volúmenes iguales de las siguientes soluciones  (CuSO4 
0,1%, NaKC4H4O6 0,2%, Na2CO3 10%), NaOH 0,8 N, SDS 10% y agua, que tras su 
homogenización se dejó a temperatura ambiente 10 minutos, para facilitar la interacción 
del cobre con las proteínas, en medio alcalino, formando complejos Cu2+-proteína. 
Posteriormente, se añadieron 500 µl del reactivo Fenol Folin Ciocalteu (Sigma, F9252) en 
agua en proporción 1:5 (v/v), el cual reacciona con las proteínas dando un complejo de 
coloración azul intenso, cuya intensidad dependerá del número de aminoácidos aromáticos 
presentes, en especial la tirosina y el triptófano, tras un periodo de incubación de 45 
minutos a temperatura ambiente. La coloración de las muestras se valoró a 750 nm en un 
espectrofotómetro (Hewell-Packard, 8452A, Diode Array), usándose albúmina bovina 
(BSA) como estándar. 
Para determinar el contenido proteico en las muestras foliares se realizó una curva 
patrón, preparándose diferentes soluciones de albúmina bovina en un rango de 
concentraciones entre 0 y 120 µg/ml, a partir de una solución estándar en concentración 
(BSA, 0,50 mg/ml); de las que se tomó 1 ml para cada concentración en tubos pyrex, y se 
sometió al mismo protocolo detallado con anterioridad para la obtención de la coloración. 
Se recogieron las lecturas de absorbancia según la concentración de albúmina, ajustándose 
a una curva de regresión de segundo grado, a partir de la cual fácilmente pudieron referirse 
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los datos de absorbancia obtenidos en las muestras procedentes del material vegetal de los 
diferentes tratamientos experimentales, expresándose en miligramos de proteína por gramo 
de peso fresco (mg·g PF-1). 
3.7. Determinación de la actividad nitrato reductasa  
Se ha valorado la actividad nitrato reductasa como enzima clave regulador de la 
asimilación de nitrógeno. La medida se realizó según el método propuesto por Mackintosh 
et al. (1992), con ciertas modificaciones introducidas por Scheible et al. (1997c), basado en 
la cuantificación del nitrito formado en la reacción catalizada por el enzima. Dicha 
actividad se valoró en la ausencia o presencia de cationes divalentes, realizándose dos 
análisis paralelos; uno en ausencia de magnesio (EDTA 5 mM), que permitió la estimación 
de la actividad nitrato reductasa máxima y otro en presencia de dicho catión 
((CH3COO)2Mg 10 mM), que permitió la estimación de la actividad nitrato reductasa 
selectiva, por valoración de la forma fosforilada del enzima (Huber et al., 1992; Scheible et 
al., 1997c). El estado de activación del enzima se expresó como la razón de su actividad en 
la presencia o ausencia de Mg+2 10 mM, multiplicado por 100 (Mackintosh et al., 1995). 
Muestras foliares congeladas y almacenadas a -80 ºC fueron maceradas en un mortero 
preenfriado en nitrógeno líquido, y del orden de 150 mg del material vegetal pulverizado, 
fue mezclado y extraído con cuatro volúmenes (p/v) de tampón enfriado en hielo 
compuesto por Hepes-KOH (pH=7,5) 100 mM, (CH3COO)2Mg 5 mM, EDTA 1 mM, 
glicerol 10% (v/v), DTT 5 mM, BSA 1% (p/v), Triton X-100 0,1% (v/v), PMSF 0,5 mM, 
FAD 20 µM, leupeptina 25 µM, Na2MoO4 5 µM, PVPP 1% (p/v). En el extracto 
homogeneizado la actividad nitrato reductasa máxima y selectiva fue valorada 
inmediatamente, mezclando un volumen de dicho extracto con cinco volúmenes de un 
tampón de ensayo precalentado a 30 ºC, en un bloque térmico, con los siguientes 
componentes: Hepes-KOH (pH=7,5) 100 mM, KNO3 5 mM, EDTA 5 mM, leupeptina 15 
µM, FAD 10 µM, NADH 0,5 mM, DTT 0,25 mM y Na2MoO4 5 µM para la valoración de 
la actividad nitrato reductasa máxima; o bien en el tampón de ensayo Hepes-KOH 
(pH=7,5) 100 mM, KNO3 5 mM, (CH3COO)2Mg 10 mM, leupeptina 15 µM, FAD 10 µM, 
NADH 0,5 mM, DTT 0,25 mM y Na2MoO4 5 µM para la valoración de la actividad nitrato 
reductasa selectiva. El extracto de ambas reacciones realizadas en paralelo, fue 
rápidamente homogeneizado, y transferido de nuevo al bloque térmico para su incubación 
a 30 ºC, y a diferentes tiempos, con intervalos de 2 minutos cada uno, una alícuota de 300 
µl de la mezcla de ensayo fue recogida y transferida a un nuevo eppendorf con 25 µl de 
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(CH3COO)2Zn 0,6 M para paralizar la reacción; por formación de complejos del Zn
+2 con 
los grupos SH de las cisteínas de las proteínas, generando un cambio en la conformación 
de las proteínas, que facilitó su agregación y precipitación final. En paralelo a las 
valoraciones de actividad máxima y selectiva, se realizaron controles (en el momento de 
comenzar la reacción), en presencia o ausencia de 10 nmoles de nitrito, incorporándose 
también acetato de zinc con anterioridad al extracto.  
A cada una de las alícuotas obtenidas a diferentes tiempos, tanto en los análisis de 
actividad máxima y selectiva como en los controles de tiempo cero, se añadieron 75 µl de 
metosulfato de fenazina (PMS) 250 µM, siendo homogeneizadas junto al extracto, e 
incubadas a temperatura ambiente en oscuridad durante 15 minutos, para facilitar la 
oxidación del NADH que pudiera quedar en exceso y evitar interferencias en la 
determinación de nitrito (Scholl et al., 1974). Finalmente, se añadieron 300 µl de 
sulfanilamida 1% (p/v) en HCl 3N junto a idéntica cantidad de N-naftiletilendiamina 
(NNEDA) 0,02% (p/v) en agua (Snell & Snell, 1949; Beevers & Hageman, 1980); la 
mezcla se agitó y se mantuvo a temperatura ambiente durante 20 minutos para asegurar la 
interacción del diazo-compuesto, generado por reacción de la sulfanilamida con el nitrito, 
con una amina aromática del NNEDA dando un compuesto coloreado cuyo máximo de 
absorción se presenta a 540 nm. Compuesto que fue valorado espectrofotométricamente a 
dicha longitud de onda, en el sobrenadante obtenido, tras la centrifugación de la muestra a 
13000 rpm durante 5 minutos. En ambos ensayos de actividad, el seguimiento de la 
reacción se realizó durante 6 minutos a intervalos de 2 minutos cada uno, generándose seis 
análisis, que junto a los dos controles de tiempo cero hicieron un total de ocho análisis por 
muestra.   
La diferencia en absorbancia entre los controles de tiempo cero, con o sin nitrito 
añadido, fue establecida como el equivalente a 10 nmoles de nitrito para calcular la 
actividad nitrato reductasa de las muestras, que junto a la consideración del peso fresco de 
muestra empleado en el ensayo de actividad enzimática y el tiempo de reacción permitió la 
expresión de los resultados finales como micromoles de nitrito por gramo de peso fresco y 
por hora (µmol NO2
-·g PF-1·h-1). Es destacable mencionar, la realización de seguimientos 
de linealidad del ensayo con el tiempo y de proporcionalidad de la actividad nitrato 
reductasa con la cantidad de extracto incluida en el análisis.  
 
                                                                                                               Materiales y Métodos 
 85 
3.8. Valoración de los niveles de transcritos de la subunidad pequeña 
de la Rubisco  
Como enzima regulador de la asimilación de carbono se han determinado los niveles de 
transcritos de la subunidad pequeña de la Rubisco codificada en el núcleo (rbcS). La 
valoración se realizó mediante northern blot, un método estándar para la detección y 
cuantificación de los niveles de ARN mensajero (Sambrook et al., 1989). Éste permite una 
comparación directa de la abundancia de mensajeros entre muestras en una membrana. El 
método comprende varios procesos, tales como, el aislamiento de ARN total, la separación 
del ARN por tamaño electroforéticamente en geles de agarosa bajo condiciones 
desnaturalizantes, la transferencia a un soporte sólido y su posterior inmovilización, la 
prehibridación e hibridación con la sonda radioactiva, el lavado y detección. 
(i) Extracción de ARN 
Para la extracción de ARN de las muestras foliares de trigo se empleó un método rápido 
de aislamiento basado en los propuestos por Logemann et al. (1987) y Sambrook et al. 
(1989).  
Aproximadamente 100 mg de material vegetal, pulverizado y congelado, fue transferido 
a un eppendorf de seguridad estéril, siendo homogeneizado con 450 µl de tampón 
guanidina (EDTA 20 mM, MES 20 mM, β-mercaptoetanol 50 mM y guanidina 8 M 
(pH=7)); y posteriormente extraído, con 450 µl de fenol/cloroformo/alcohol isoamílico 
(Sigma, P3803), en proporción (25:24:1). La mezcla tras ser agitada vigorosamente, se 
mantuvo en hielo hasta su centrifugación a 4 ºC, en una centrífuga refrigerada para 
eppendorfs (Heraeus Biofuge Primo R) a 14000 rpm durante 5 minutos. Tras la separación 
de fases, el sobrenadante se recogió y transfirió a un nuevo eppendorf estéril, y los ácidos 
nucleicos se precipitaron a temperatura ambiente durante 30 minutos con ácido acético y 
etanol, por adición de 1/20, del volumen de guanidina empleado, de CH3COOH 1 M y 0,7 
volúmenes de etanol absoluto. El precipitado, después de la centrifugación durante 20 
minutos en las condiciones anteriormente descritas, fue resuspendido en 450 µl de 
CH3COONa 3 M (pH=5,5) y centrifugado nuevamente a 4 ºC durante 20 minutos. El 
sobrenadante se descartó y el precipitado se lavó con 450 µl de etanol al 70% (v/v); el cual 
fue retirado por centrifugación. Los restos de etanol se eliminaron por evaporación y el 
ARN precipitado se resuspendió en 50 µl de agua DEPC (Dietileno Pirocarbonato) estéril 
con inhibidor de ARNasas en proporción 0,5% (v/v) (Promega, N2111). 
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La pureza del ARN se comprobó por medida de la absorción a 230, 260 y 280 nm, 
siendo la absorbancia a 260 nm la empleada para la cuantificación (Logemann et al., 
1987). La integridad, calidad y cantidad del ARN aislado según el método descrito, se 
valoró en un espectrofotómetro UV-visible Nanodrop ND-1000 frente a un blanco de H2O 
DEPC, por selección del programa de concentración y calidad de los ácidos nucleicos, y en 
éste, el de cuantificación del ARN. La calibración del cero del aparato se realizó con 2 µl 
de H2O DEPC, lo que permitió con posterioridad cuantificar la cantidad de ARN en 2 µl, 
resultado que automáticamente estima el aparato expresándolo en nanogramos por 
microlitro (ng·µl-1). Unas razones 260/280 y 260/230 en torno a 2 o superiores fueron 
indicativas de una buena calidad del ARN aislado. 
(ii) Electroforesis 
Una vez que el ARN ha sido aislado, el primer paso en el análisis por northern es la 
electroforesis en geles de agarosa en condiciones desnaturalizantes, empleándose 
formaldehído como agente desnaturalizante (Sambrook et al., 1989).  
Para los northerns blots, 10 µg de ARN se separaron electroforéticamente en geles de 
agarosa al 1,5% (p/v) con formaldehído al 7% (v/v) en una cubeta horizontal de tamaño 
mediano Midicell primo EC330. Con este objeto, 3 gramos de agarosa se disolvieron en 
150 ml de agua estéril por ebullición en el microondas, dejándose enfriar a 60 ºC en un 
baño de agua a dicha temperatura, añadiéndose 20 ml de tampón 10xMEN (MOPS 0,2 M, 
CH3OONa 50 mM, EDTA 10 mM (pH=7)) y 35 ml de formaldehído, justo en el momento 
previo al vertido de la mezcla convenientemente homogenizada sobre la bandeja de la 
cubeta de electroforesis con los delimitadores del gel y el peine para la colocación de 
muestras. Dejándose solidificar a temperatura ambiente durante 45 minutos, debajo de la 
campana extractora de gases, para la obtención del gel de agarosa con la consistencia 
adecuada para la separación electroforética.    
Entre tanto, 15 µg de ARN fueron transferidos a un eppendorf estéril junto a 31,5 µl de 
un tampón de muestra (5 µl de 10xMEN, 20 µl formamida, 6 µl formaldehído y 0,5 µl de 
bromuro de etidio), e incubados a 56 ºC en un bloque térmico durante 15 minutos, para su 
desnaturalización, siendo posteriormente enfriados en hielo durante al menos 5 minutos. 
Una vez solidificado el gel de agarosa, se colocó en la cubeta de electroforesis, tras ser 
retirados tanto el peine de colocación de muestras como los delimitadores, añadiéndose el 
tampón de corrido -1xMEN- a ambos lados de la cubeta, pero sin cubrir completamente el 
gel. Cargándose las muestras de ARN desnaturalizadas en sus respectivas celdillas, 
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dejándose a continuación una vacía, para colocar en la siguiente el marcador de corrido de 
gel con azul de bromofenol (1 µl de azul de bromofenol 1 µM junto a 31,5 µl del tampón 
de muestra). La separación del ARN desde el polo negativo al positivo, se comenzó por 
aplicación de un voltaje de 120 voltios con una fuente de alimentación (Bio-Rad, power-
pac 200) durante 5 minutos, lo que permitió la integración de las muestras en el gel, 
facilitando con posterioridad una mejor separación y definición de las bandas de los 
diferentes tipos de ARN. Tras este voltaje inicial, se paralizó el corrido del gel, abriéndose 
la cámara cuidadosamente para rellenar con tampón de corrido cada una de las celdillas de 
colocación de muestras, continuándose con posterioridad la electroforesis a un voltaje 
constante de 120 voltios durante una hora y media aproximadamente, o hasta que el 
marcador hubiera migrado al menos unos 2/3 en el gel. 
Una vez finalizada la electroforesis, se comprobó la uniformidad en el cargado de las 
muestras y la definición de las bandas bajo la luz UV mediante un transiluminador con 
cámara fotográfica incorporada (Chemi Doc, Bio-Rad), obteniéndose la correspondiente 
foto del gel de agarosa.   
(iii) Blotting  
El ARN separado electroforéticamente fue transferido a membranas de nylon (Hybond 
N, Amersham Pharmacia Biotec) por capilaridad con 20xSSC (NaCl 3 M, citrato sódico 
300 mM (pH=7)), lo que permitió su posterior fijación a la misma. 
Para el blotting se prepararon dos papeles 3MM Whatman de dimensiones 14x25 cm 
para utilizarlos sobre la base en contacto con la solución de transferencia sobre la que se 
colocará el gel, una membrana Hybond N de dimensiones exactas al gel de agarosa, 4 
papeles 3MM Whatman de dimensiones idénticas a la membrana y papeles de filtro de 
dimensiones similares en cantidad suficiente para tener un espesor de 8 a 10 cm que serán 
colocados sobre la membrana y los papeles 3MM Whatman. 
El proceso consistió en tomar una bandeja de 40 cm de largo x 30 cm de ancho y 5 cm 
de profundidad, en cuyo interior se colocó un soporte de 2 cm de espesor y dimensiones 
algo superiores al gel de agarosa, sobre el cual se colocaron los dos papeles 3MM 
Whatman de 14x25 cm humedecidos en 20xSSC, incorporándose a la bandeja un litro y 
medio de solución 20xSSC de manera que los extremos del papel se encontrasen inmersos 
en la solución de transferencia (Figura 8). Sobre el papel se colocó el gel con los huecos de 
las celdillas empleadas en el cargado de muestras de ARN hacia abajo, en contacto con el 
papel; poniéndose a continuación la membrana Hybond N sobre el gel, y dos de los papeles 
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3 MM Whatman humedecidos en 20xSSC sobre la membrana, con sumo cuidado, siendo 
los otros restantes papeles 3 MM Whatman colocados con posterioridad, facilitándose la 
transferencia de la solución por el simple contacto. Para evitar la formación de burbujas 
durante el proceso de transferencia a la membrana, se pasó por deslizamiento una pipeta de 
vidrio desde un extremo del gel al otro. Finalmente, se colocaron los papeles de filtro para 
generar un bloque de unos 8 a 10 cm de espesor, sobre el que se puso un peso aproximado 
de medio kilo junto a un soporte de cristal para mantener la estabilidad del sistema. 
Facilitándose por presión el ascenso de la solución 20xSSC a través del gel y, en definitiva, 
la transferencia del ARN a la membrana. Los bordes del gel sobre el papel Whatman y el 
soporte se delimitaron con parafilm, para mejorar el paso de la solución por las zonas en 
contacto con el 20xSSC. El proceso de blotting se mantuvo durante unas 16 horas, para 










Figura 8. Esquema de la preparación del blotting para la transferencia del gel de agarosa a la membrana. 
 
Una vez finalizado el proceso de transferencia se recogió la membrana sobre dos 
papeles 3MM Whatman, cortándose uno de los extremos de la misma, como indicación del 
orden de colocación de muestras en el gel. Observándose en el transiluminador con luz UV 
la transferencia completa del ARN a la membrana, así como la carencia de señales en el 
gel (obteniéndose una foto en dichas condiciones). 
El método empleado para la fijación del ARN a la membrana de nylon fue el UV-
crosslinking, basado en el empleo de lámparas ultravioletas de longitud de onda corta, las 
cuales permiten que las bases nitrogenadas del ARN, principalmente el uracilo, lleguen a 
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ser altamente reactivas y formen uniones covalentes con los grupos amino en la superficie 
de la membrana. La inmovilización se realizó por exposición de la membrana durante un 
minuto a luz de 254 nm en un crosslinker (Auto-Crosslink Modus, Stratalinker 1800 UV, 
Stratagene). Este método presenta la ventaja de aumentar significativamente las señales de 
hibridación frente al método tradicional por calentamiento a 80 ºC durante 2 horas en un 
horno. 
(iv) Hibridación  
El proceso de hibridación se basa en la incubación de la membrana con una sonda de 
ADN de cadena única, lo que permite la formación de pares de bases complementarios a la 
secuencia de ARN, que se unirán formando moléculas ARN-ADN de doble cadena 
(Sambrook et al., 1989).  
Inicialmente se llevó a cabo la prehibridación de la membrana mediante la colocación 
de ésta en el interior de un cilindro de un horno de hibridación (Techne Hybridiser HD-10) 
junto con 20 ml de tampón fosfato (Herby) constituido por NaH2PO4/Na2HPO4 250 mM 
(pH=7,5), BSA 1% (p/v), SDS 7% (p/v), EDTA 1 mM, a temperatura de 60 ºC durante 4 
horas. Después se procedió a la hibridación de la membrana con la sonda radioactiva, con 
este objeto, 50 ng de ADN (correspondiente al gen que codifica la subunidad pequeña de la 
rubisco, rbcS, amablemente cedido por la Dra. Christine Raines -Department of Biological 
Sciences, John Tabor Laboratories, University of Essex, UK-) se llevaron a un volumen de 
45 µl con H2O DEPC estéril, desnaturalizándose por calentamiento a 95 ºC durante 10 
minutos, para ser rápidamente enfriado en hielo.  
El marcaje de la sonda se realizó con isótopos radioactivos, 32P, empleándose el Kit de 
Amersham, Rediprime II DNA Labelling System que presenta la ventaja de proporcionar 
una premezcla de componentes liofilizados, asegurando su estabilidad a temperatura 
ambiente, dispensados individualmente en eppendorfs (mezcla de nucleótidos -dATP, 
dGTP, dTTP-, random nanomers [d(N)9], FPLC fragmento del enzima klenow y control de 
ADN) y listos para su empleo por simple adición del ADN y Redivue  [α32P]dCTP. El 
marcaje se realizó según el protocolo indicado por el fabricante. Los 45 µl de la sonda 
desnaturalizada se transfirieron al eppendorf con la mezcla de componentes proporcionada 
en el kit de marcaje, tras su homogenización por centrifugación breve, se incorporaron 5 µl 
del nucleótido Redivue [α32P]dCTP (50 µCi) generándose un cambio de coloración una 
vez homogeneizados los componentes de la mezcla. La reacción se inició por 
calentamiento a 37 ºC durante 30 minutos, paralizándose por incubación a 65 ºC durante 
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10 minutos. A continuación, la sonda marcada radioactivamente se purificó, empleando 
una columna de Sephadex G50 (Amersham), previamente equilibrada con agua estéril. 
Con este objeto, la sonda radioactiva se colocó en la columna y se eluyó con 1 ml de agua 
estéril, separándose el eluido en cinco fracciones de 200 µl cada una. Para verificar la 
incorporación de radioactividad en la sonda, se midió la radioactividad en cada una de las 
fracciones obtenidas con un contador de radioisótopos (Bioscan QC 2000, Washington 
DC); tomándose la fracción que mostró una mayor integración de la radioactividad. La 
sonda radioactiva purificada se desnaturalizó durante 10 minutos a 95 ºC. 
Para la hibridación, se descartó el tampón fosfato (Herby) empleado durante la 
prehibridación, incorporándose tampón fresco previamente calentado a 60 ºC junto a la 
sonda desnaturalizada; manteniéndose la hibridación a dicha temperatura durante al menos 
unas 16 horas. 
(iii) Lavado de la membrana 
Concluida la hibridación de la membrana con la sonda radioactiva, se procedió a su 
lavado por eliminación del medio de hibridación del cilindro, y adición de 20 ml de 
5xSSC/0,5%SDS durante 30 minutos a la temperatura de hibridación. Lavándose de nuevo 
con la solución 2xSSC/0,5%SDS a 60 ºC durante 15 minutos. 
La membrana lavada se extrajo del cilindro y se colocó sobre un plástico de 
dimensiones superiores a la propia membrana para facilitar que fuera completamente 
cubierta por el plástico, lo que permitió estimar con el contador Geiger la radioactividad 
remanente en la membrana tras su lavado. En casos en los que la radioactividad era aún 
elevada se introdujo un nuevo paso de lavado con 0,5xSSC/0,5%SDS durante 5-10 
minutos (repitiéndose el paso de recuperación de la membrana del cilindro de hibridación) 
y finalmente, la membrana fue sellada en el interior del plástico con un sellador eléctrico 
(Polystar 242, Rischet & Herfurth GMBH).  
(iv) Detección 
La comprobación de la abundancia de ARN mensajero se realizó por autoradiografía, 
tras la exposición de la membrana sobre una película (Kodak BioMax MS Film) en el 
interior de un cassette (Cassette Kodak BioMax intensifing screen) a -80 ºC, durante un 
periodo de tiempo dependiente de la cantidad de radioactividad integrada. 
El revelado se realizó en la cámara oscura del laboratorio fotográfico empleándose luz 
roja, tras la descongelación de la membrana junto a la película en el interior del cassette a 
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temperatura ambiente. El revelado consistió en la inmersión de la película durante un par 
de minutos en el revelador (Developer/Replenisher P-7042, Sigma), lavándose a 
continuación en agua durante unos minutos, para ser finalmente introducida en el fijador 
(Fixer/Replenisher P-1767, Sigma) hasta que la película adquirió un aspecto transparente. 
Los restos de fijador en la membrana se eliminaron por lavado con agua, dejándose secar al 
aire. La autoradiografía obtenida permitió estimar la abundancia de transcritos en los 
diferentes tratamientos, según las intensidades de manchas conseguidas.       
Posteriormente, la membrana hibridada con una sonda de ADN marcada 
radioactivamente pudo ser reutilizada para su marcaje con una nueva sonda, tras la 
eliminación previa de dicha sonda. Dicho proceso se realizó por incubación de la 
membrana en 0,1% SDS a 95 ºC durante 10 minutos, tiempo que tarda en enfriarse la 
solución. 
3.9. Diseño de los experimentos y análisis estadístico de los resultados 
Para realizar los diferentes análisis estadísticos se utilizó el programa estadístico 
Genstat versión 6.2. Los experimentos llevados a cabo tenían un diseño de bloques al azar 
en strip-plot con tres bloques, las dos concentraciones de CO2 (una cámara cada una) 
adscritas a las parcelas completas dentro de los bloques, la temperatura y el nitrógeno 
como hileras y columnas dentro de las parcelas completas, y las submuestras en un estrato 



















Figura 9. Diseño experimental aplicado para una de las anualidades. 
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La comparación de los datos obtenidos para cada estadio de desarrollo y anualidad se 
realizó mediante el análisis de la varianza (ANOVA). El criterio utilizado para analizar las 
diferencias entre tratamientos fue la diferencia mínima significativa (lsd) definida como el 
error estándar de la media multiplicado por el valor tabular de T para los grados de libertad 
y nivel de significación correspondientes. Debido a que sólo hay tres bloques, el nivel de 
significación elegido fue < 0.09 para evitar el posible error de Tipo II.  
El diseño experimental utilizado (Figura 9) permitió investigar las combinaciones 
factoriales de dos niveles de CO2 de crecimiento (370-A- y 700-E- µmol·mol
-1 de CO2), 
dos temperaturas (ambiente-I- y ambiente más 2 ºC-F-) y dos niveles de suministro de 





















































En la experimentación desarrollada en el campo, durante dos anualidades, con cultivos 
de trigo sembrados con las prácticas agrícolas habituales y el empleo de cámaras de 
gradiente de temperatura, en diferentes estadios del desarrollo de los cultivos -emergencia 
de la espiga y después de la antesis- se realizaron medidas de intercambio gaseoso y se 
recogieron muestras foliares tanto para la valoración de actividades enzimáticas e 
intermediarios del metabolismo del carbono y nitrógeno, como para el desarrollo de 
estudios de expresión génica.  
Las muestras foliares correspondían a la última hoja completamente desarrollada del 
trigo, es decir, la hoja bandera. Su recogida se efectuó entre las 4 y 6 horas después de 
comenzar el periodo luminoso, coincidiendo con el momento de máxima fotosíntesis. En la 
emergencia de la espiga, las fechas de recogida de muestras fueron el 26 y 17 de Mayo en 
el 2004 y 2006, respectivamente. La segunda muestra, correspondiente a unos días después 
de la antesis, se recogió el 9 de Junio de 2004 (12 dda) y 30 de Mayo de 2006 (15 dda).  
De los datos obtenidos en cada una de las anualidades y en cada uno de los estadios de 
desarrollo del cultivo se realizó el análisis de la varianza, siguiendo un diseño de bloques al 
azar en strip-plot (ver apartado 3.9) cuyos resultados, efectos principales e interacciones 
significativas entre factores experimentales, CO2, temperatura y nitrógeno, se detallan en 
los siguientes apartados. Para su descripción se tuvo en consideración que la existencia de 
alguna interacción significativa entre los factores mencionados prevalece sobre el efecto 
principal de los mismos, si los hubiera. Dichos resultados se representan en tablas con la 
estructura y nomenclatura que se detalla: la tabla a refleja los efectos principales y recoge 
la media del parámetro analizado, la probabilidad (p) y el error estándar de la diferencia 
(s.e.d.). La tabla b muestra la probabilidad (p) de las interacciones dobles y triple entre los 
factores experimentales. La tabla c corresponde a las interacciones significativas dobles y 
la d a la triple, ambos tipos de tablas muestran la media del parámetro analizado y el valor 
máximo del s.e.d para las interacciones. Los efectos significativos se resaltan en negrita y 
los no significativos se indican con la notación “ns”. La nomenclatura empleada para la 
descripción de los tratamientos experimentales incluidos en los ensayos es la siguiente: 
CO2 (C), CO2 ambiente (A, 370 µmol·mol
-1) y elevado (E, 700 µmol·mol-1); temperatura 
(T), ambiente (I, referida a la temperatura del módulo inicial de las cámaras de gradiente 
de temperatura) y 2 ºC superior a la ambiente (F, referida a la temperatura del módulo final 
Resultados 
 94 
de las cámaras de gradiente de temperatura); nitrógeno (N), deficiente (L, low) y 
abundante (H, high) cuyas cantidades se indicarán para cada anualidad (ver apartado 3.2).  
De la misma manera se representan los gráficos indicativos del efecto del CO2, 
temperatura y nitrógeno sobre el contenido de los metabolitos y actividades enzimáticas 
analizadas. La combinación de tratamientos se anota con las siglas AIL, AIH, AFL, AFH, 
EIL, EIH, EFL y EFH, correspondiendo la primera letra al nivel de CO2, la segunda, a la 
temperatura de crecimiento y la tercera, a la adición de nitrógeno al suelo. La nomenclatura 
se describe en el párrafo anterior. 
4.2. Experimento de campo correspondiente a la anualidad 2004 
4.2.1. Estudio de la hoja bandera del trigo en la emergencia de la espiga 
4.2.1.1. Niveles de transcritos de la subunidad pequeña de la Rubisco (rbcS) 
Los cambios en los niveles de ARN mensajero del gen que codifica la subunidad 
pequeña de la Rubisco (rbcS) fueron valorados por northern-blots en la hoja bandera del 
trigo en la emergencia de la espiga, entre las 4 y 6 horas después del comienzo del 
fotoperiodo, empleándose dos de las repeticiones disponibles para cada uno de los 
tratamientos experimentales incluidos en el ensayo (Figura 1). A temperaturas ambientales 
(I), el crecimiento en CO2 elevado (E) redujo los niveles de transcritos de rbcS en plantas 
de trigo crecidas con deficiencia en nitrógeno (L) y no afectó a la expresión de aquellas 
crecidas con abundancia de nitrógeno (H). A temperaturas elevadas (F), el crecimiento en 
CO2 elevado indujo la expresión del enzima tanto en abundancia como en deficiencia en 





Figura 1. Niveles de ARNm del gen rbcS en la emergencia de la espiga en la hoja bandera de plantas de trigo 
crecido en el campo en cámaras de gradiente de temperatura, bien a nivel de CO2 ambiental (A, 370 
µmol·mol-1) o elevado (E, 700 µmol·mol-1), temperaturas ambientales (I) ó 2 ºC superiores (F) y deficiencia 
(L, 32 kg·ha-1) o abundancia (H, 140 kg·ha-1) de nitrógeno correspondientes a la anualidad 2004. 1ª repetición 
(a) y 2ª repetición (b). Se aplicaron idénticas cantidades de ARN (15 µg) en cada una de las celdillas; el 
cargado de muestras fue comprobado por inspección de la señal ARNr (datos no mostrados). La intensidad 








En condiciones ambientales de CO2 (A) la expresión del gen rbcS fue menor en plantas 
crecidas a temperatura elevada comparada con aquellas crecidas a temperaturas 
ambientales tanto en abundancia como deficiencia de nitrógeno. En condiciones de CO2 
elevado, el aumento de temperatura indujo la expresión de la Rubisco en plantas crecidas 
con deficiencia en nitrógeno; efecto que no tuvo lugar en las plantas crecidas con 
abundancia de nitrógeno (Figura 1).  
En niveles de CO2 ambientales, tanto en las plantas crecidas a temperaturas elevadas 
como ambientales, la abundancia de nitrógeno no alteró la expresión de rbcS. Sin embargo, 
en CO2 elevado, la abundancia de nitrógeno incrementó la expresión del enzima a 
temperaturas ambientales, pero no modificó los niveles de transcritos de rbcS en plantas 
crecidas a temperaturas elevadas (Figura 1). 
4.2.1.2. Contenido de carbohidratos 
El análisis de la varianza del contenido foliar de carbohidratos sólo alcanzó 
significación estadística para los efectos principales (Tabla 1a), no para las interacciones 
entre factores experimentales (Tabla 1b).  
Tabla 1. Cambios en los niveles de glucosa (G), fructosa (F), sacarosa (S), fructanos (Fru) y almidón (A) en 
la hoja bandera del trigo en respuesta al CO2, temperatura y nitrógeno, en la emergencia de la espiga, en el 
año 2004. Datos expresados en µmoles·g PF-1. 
1.a.  
  CO2     Temperatura     Nitrógeno     
  A E p s.e.d. I F p s.e.d. L H p s.e.d. 
G 2.18 3.13 ns 0.507 2.60 2.72 ns 0.336 1.88 3.44 <0.001 0.336 
F 3.50 6.04 ns 1.012 4.87 4.67 ns 0.736 4.50 5.04 ns 0.736 
S 26.36 32.26 0.012 0.643 31.34 27.28 0.010 1.32 31.34 29.6 ns 1.32 
Fru 17.3 24.1 0.067 1.850 25.6 15.7 ns 5.98 22.9 18.4 ns 5.98 
A 3.03 3.96 ns 0.971 4.39 2.59 0.024 0.697 3.63 3.36 ns 0.697 
1.b.  
  C.T C.N T.N C.T.N 
G ns ns ns ns 
F ns ns ns ns 
S ns ns ns ns 
Fru ns ns ns ns 
A ns ns ns ns 
 
El crecimiento en CO2 elevado aumentó significativamente los niveles de sacarosa y 
fructanos, si bien no alteró los contenidos foliares de hexosas -glucosa y fructosa- y 
almidón (Tabla 1a). El crecimiento a temperaturas superiores a las ambientales redujo los 
niveles foliares de sacarosa y almidón, y no modificó los de glucosa, fructosa y fructanos 
(Tabla 1a). Finalmente, la abundancia de nitrógeno únicamente aumentó el contenido foliar 








Gráfico 1. Concentración de glucosa (G), fructosa (F), almidón (A), sacarosa (S) y fructanos (Fru) en la hoja 
bandera del trigo en respuesta a las combinaciones de la concentración atmosférica de CO2 (ambiente, A, 370 
µmol·mol-1; elevado, E, 700 µmol·mol-1), la temperatura del aire (ambiente, I; 2 ºC superior a la ambiente, F) 
y la aplicación de nitrógeno (deficiente,  L, 32 kg·ha-1; abundante, H, 140 kg·ha-1). Medidas realizadas en la 
emergencia de la espiga, en el año 2004. Las barras verticales representan el error estándar de la diferencia 
para la combinación de los tres tratamientos (CO2xTxN). 
 
4.2.1.3. Contenido de hexosas fosfato, UDP-glucosa y razón G6P/F6P  
En referencia a los efectos principales se observó que el crecimiento en CO2 elevado 
incrementó la razón G6P/F6P y no afectó a los niveles foliares de UDP-glucosa (Tabla 2a). 
El crecimiento a temperaturas superiores a las ambientales redujo los niveles foliares de 
UDP-glucosa, y aumentó la razón G6P/F6P (Tabla 2a). Mientras que la abundancia de 
nitrógeno disminuyó significativamente el contenido foliar de G6P, incrementó la razón 
G6P/F6P, pero no afectó a los niveles foliares de UDP-glucosa (Tabla 2a).  
Tabla 2. Cambios en los niveles de hexosas fosfato (G6P, G1P, F6P), UDP-glucosa y la razón G6P/F6P en la 
hoja bandera del trigo en respuesta al CO2, temperatura y nitrógeno, en la emergencia de la espiga, en el año 
2004. Datos expresados en nmoles·g PF-1.  
2.a. 
CO2   Temperatura   Nitrógeno       
A E p s.e.d. I F p s.e.d. L H p s.e.d. 
G6P 115.6 130 ns 5.51 131.4 118.2 ns 7.79 131.4 114.2 0.047 7.79 
G1P 8.64 11.15 0.068 0.691 10.54 9.26 ns 0.758 11.10 8.69 0.008 0.758 
F6P 109.5 101.7 ns 4.8 114.6 96.5 0.002 4.7 117 94.1 <0.001 4.7 
UDP-Glucosa 18.9 18.5 ns 0.92 21 16.5 0.022 1.7 20.1 17.4 ns 1.7 
G6P/F6P 1.086 1.358 0.042 0.058 1.135 1.31 0.032 0.072 1.147 1.297 0.059 0.072 
2.b                                                                          2.c. 
    C.T   T.N   
    A E s.e.d. H L s.e.d. 
G6P F 122.3 113.9 11.01    
 I 108.9 146.1     
F6P F 106.3 86.6 6.672 79.4 113.5 6.65 
 I 112.6 116.7  108.8 120.5  
2.d. 
C.T.N 
    F I   
    H L H L s.e.d. 
G1P A 6.23 10.49 9.4 8.45 1.516 
 E 8.70 11.61 10.44 13.86  
 
  C.T C.N T.N C.T.N 
G6P 0.013 ns ns ns 
G1P ns ns ns 0.084 
F6P 0.026 ns 0.034 ns 
UDP-Glucosa ns ns ns ns 











































Las interacciones entre los factores experimentales, CO2, temperatura y nitrógeno no 
alcanzaron significación estadística en la razón G6P/F6P y el contenido en UDP-glucosa, 
mientras que las hexosas-P, G6P, G1P y F6P, si mostraron alguna interacción significativa 
(Tabla 2b). La G6P y F6P mostraron una interacción significativa CO2xT (Tabla 2b), 
indicativa de que el CO2 elevado incrementó el contenido foliar de G6P en plantas crecidas 
a temperaturas ambientales, y disminuyó los niveles de F6P en plantas crecidas a 
temperaturas elevadas (Tabla 2c). Además, la elevación de la temperatura redujo los 
niveles de G6P y F6P en plantas crecidas en CO2 elevado (Tabla 2c). La interacción TxN 
mostró significación estadística en los niveles de F6P (Tabla 2b), poniendo de manifiesto 
que el aumento de la temperatura de crecimiento redujo los niveles de F6P en plantas 
crecidas con nitrógeno abundante (Tabla 2c); y en plantas crecidas a temperaturas 
superiores a las ambientales, la abundancia de nitrógeno condujo también a un descenso de 











Gráfico 2. Concentración de hexosas fosfato (G6P, G1P, F6P), UDP-glucosa y la razón G6P/F6P en la hoja 
bandera del trigo en respuesta a las combinaciones de la concentración atmosférica de CO2 (ambiente, A, 370 
µmol·mol-1; elevado, E, 700 µmol·mol-1), la temperatura del aire (ambiente, I; 2 ºC superior a la ambiente, F) 
y la aplicación de nitrógeno (deficiente,  L, 32 kg·ha-1; abundante, H, 140 kg·ha-1). Medidas realizadas en la 
emergencia de la espiga, en el año 2004. Las barras verticales representan el error estándar de la diferencia 
para la combinación de los tres tratamientos (CO2xTxN). 
 
4.2.1.4. Contenido de otros intermediarios fosforilados  y ácidos orgánicos 
El crecimiento en CO2 elevado no afectó a los niveles foliares de ATP, 2-oxoglutarato y 























































interacción con los restantes factores experimentales, temperatura y nitrógeno (Tabla 3b). 
El crecimiento a temperaturas superiores a las ambientales disminuyó significativamente 
los niveles de ATP y aumentó las concentraciones foliares de malato en la hoja bandera del 
trigo (Tabla 3a). Mientras que la disponibilidad de nitrógeno no alteró los niveles foliares 
de ATP y malato (Tabla 3a). 
Tabla 3. Cambios en los niveles de los intermediarios fosforilados (3PGA y ATP) y ácidos orgánicos (2-OG 
y malato) en la hoja bandera del trigo en respuesta al CO2, temperatura y nitrógeno en la emergencia de la 
espiga, en el año 2004. Datos de 3PGA expresados en µmoles·g PF-1·10-1, de ATP y 2-OG en nmoles·g PF-1 y 
de malato en µmoles·g PF-1.  
3.a. 
CO2     Temperatura     Nitrógeno       
A E p s.e.d. I F p s.e.d. L H p s.e.d. 
3PGA 8.2 6.62 ns 0.611 7.85 6.97 0.013 0.305 7.59 7.23 ns 0.305 
ATP 52.4 54.9 ns 3.51 62.6 44.7 0.032 7.4 56.6 50.7 ns 7.4 
2-OG 68.3 68.9 ns 2.59 65.6 71.6 ns 5.88 61.3 75.9 0.029 5.88 
Malato 15.37 13 ns 0.983 13.24 15.13 0.051 0.872 13.7 14.67 ns 0.872 
3.b.                                                       3.c.  
    T.N   
     H L s.e.d. 
2-OG F 69.2 73.9 8.32 




    F I   
    H L H L s.e.d. 
3PGA A 7.82 7.35 8.39 9.26 0.808 
  E 5.43 7.28 7.28 6.48   
 
Los niveles de 2-OG mostraron una interacción significativa TxN (Tabla 3b), que puso 
de manifiesto que en plantas crecidas en deficiencia en nitrógeno, la elevación de la 
temperatura 2 ºC por encima de las temperaturas ambientales incrementó el contenido de 
éste ácido orgánico; y en plantas crecidas a temperaturas ambientales, la abundancia de 
nitrógeno también aumentó los niveles de dicho ácido orgánico (Tabla 3c). 
El análisis de la varianza de los niveles de 3PGA mostró una interacción triple 
significativa de los factores experimentales CO2xTxN (Tabla 3b), indicativa de que el CO2 
elevado disminuyó los contenidos foliares del 3PGA, tanto en plantas crecidas a 
temperaturas superiores a las ambientales y abundancia de nitrógeno, como aquellas 
crecidas a temperaturas ambientales y deficiencia en nitrógeno (Tabla 3d). La temperatura 
elevada redujo también los niveles de 3PGA en plantas de trigo crecidas en condiciones de 
CO2 elevado y abundancia de nitrógeno, así como en plantas mantenidas en niveles 
ambientales de CO2 y deficiencia en nitrógeno (Tabla 3d). Por su parte, la abundancia de 
  C.T C.N T.N C.T.N 
3PGA ns ns ns 0.007 
ATP ns ns ns ns 
2-OG ns ns 0.007 ns 




nitrógeno únicamente disminuyó los niveles de 3PGA en plantas crecidas en CO2 y 






Gráfico 3. Concentración de los intermediarios fosforilados (3PGA y ATP) y ácidos orgánicos (2-OG y 
malato) en la hoja bandera del trigo en respuesta a las combinaciones de la concentración atmosférica de CO2 
(ambiente, A, 370 µmol·mol-1; elevado, E, 700 µmol·mol-1), la temperatura del aire (ambiente, I; 2 ºC 
superior a la ambiente, F) y la aplicación de nitrógeno (deficiente,  L, 32 kg·ha-1; abundante, H, 140 kg·ha-1). 
Medidas realizadas en la emergencia de la espiga, en el año 2004. Las barras verticales representan el error 
estándar de la diferencia para la combinación de los tres tratamientos (CO2xTxN). 
 
4.2.1.5. Actividad nitrato reductasa 
El efecto del CO2 de crecimiento y la adición de nitrógeno al suelo no fue signicativo en 
la actividad nitrato reductasa máxima, valorada en ausencia de magnesio (para más 
detalles, ver apartado 3.8); únicamente el efecto de la temperatura fue significativo, 
mostrando que la actividad NR disminuyó en plantas crecidas a temperaturas superiores a 
las ambientales comparadas con aquellas crecidas a temperatura ambiente (Tabla 4a). La 
interacción CO2xT sobre el estado de activación de la NR alcanzó significación estadística 
(Tabla 4b), poniendo de manifiesto que en plantas crecidas en [CO2] ambientales, la 
temperatura elevada disminuyó el estado de activación del enzima (Tabla 4c). 
Tabla 4. Variaciones en la actividad nitrato reductasa máxima (NR) y su estado de activación (Activación) 
en la hoja bandera del trigo en respuesta al CO2, temperatura y nitrógeno, en la emergencia de la espiga, en el 
año 2004. Datos de la actividad NR expresados en µmol NO-2·g·PF-1·h-1 y del estado de activación en %. 
4.a. 
CO2     Temperatura     Nitrógeno       
A E p s.e.d. I F p s.e.d. L H p s.e.d. 
NR 8.18 10.14 ns 0.889 9.93 8.39 0.087 0.822 8.51 9.81 ns 0.822 
Activación 69.7 69.3 ns 10.97 70.7 68.3 ns 3.93 68.3 70.7 ns 3.93 
4.b.                                                                4.c. 
    C.T   
    A E s.e.d. 
Activación F 64.0 72.7 11.65 





  C.T C.N T.N C.T.N 
NR ns ns ns ns 





































































Gráfico 4. Actividad y estado de activación de la nitrato reductasa en la hoja bandera del trigo en respuesta a 
las combinaciones de la concentración atmosférica de CO2 (ambiente, A, 370 µmol·mol
-1; elevado, E, 700 
µmol·mol-1), la temperatura del aire (ambiente, I; 2 ºC superior a la ambiente, F) y la aplicación de nitrógeno 
(deficiente,  L, 32 kg·ha-1; abundante, H, 140 kg·ha-1). Medidas realizadas en la emergencia de la espiga, en el 
año 2004. Las barras verticales representan el error estándar de la diferencia para la combinación de los tres 
tratamientos (CO2xTxN). 
 
4.2.1.6. Contenido de aminoácidos  
Es importante mencionar que la valoración de los aminoácidos en los extractos foliares 
se realizó por dos métodos diferentes, con objeto de obtener tanto una estimación del 
contenido total de aminoácidos; así como, la contribución de cada uno de los aminoácidos 
individuales al total de aminoácidos valorados (ver apartado 3.6.4). El análisis de la 
varianza de los aminoácidos totales obtenidos por el método colorimétrico con ninhidrina 
mostró una estrecha similitud con los resultados obtenidos como sumatorio total de cada 
uno de los aminoácidos individualmente valorados por HPLC, aspecto que garantiza la 
fiabilidad de los datos obtenidos. Con objeto de evitar la posible repetición de información 
en la descripción de los resultados, se opta por detallar únicamente los datos referentes a 
los aminoácidos totales valorados por HPLC (expresados como sumatorio de los niveles 
obtenidos de glutamina, glutamato, aspartato, asparragina, alanina, serina, glicina, treonina, 
histidina, citrulina, β-alanina, arginina, GABA, tirosina, valina, metionina, triptófano, 
fenilalanina, isoleucina, ornitina y lisina). Ello nos permitirá también diferenciar entre los 
aminoácidos mayoritarios (sumatorio de Gln, Glu, Asp, Asn, Ala, Ser y Gly), minoritarios 
(sumatorio de todos los aminoácidos indicados en los aminoácidos totales, con excepción 
de los mencionados previamente como aminoácidos mayoritarios) y los aromáticos 
(sumatorio de Phe, Tyr, Trp). Además, se analizarán los cambios en los niveles foliares de 
los aminoácidos mayoritarios considerados individualmente, así como las razones Gly/Ser, 
Gln/Glu y Asn/Asp. Finalmente, en la exposición de los resultados de los diferentes 
experimentos realizados, en este apartado, inicialmente serán descritas las variaciones en 







































a continuación aquellos cambios referentes a los aminoácidos mayoritarios considerados 
individualmente, junto a las razones anteriormente mencionadas.   
Tabla 5. Cambios en los niveles de aminoácidos mayoritarios considerados individualmente, aminoácidos 
totales, mayoritarios, minoritarios y aromáticos, en la hoja bandera del trigo en respuesta al CO2, temperatura 
y nitrógeno, en la emergencia de la espiga, en el año 2004. Datos expresados en µmoles·g PF-1.  
5.a. 
CO2     Temperatura     Nitrógeno       
A E p s.e.d. I F p s.e.d. L H p s.e.d. 
Gly 1.057 0.419 0.009 0.060 0.844 0.631 0.002 0.055 0.720 0.755 ns 0.055 
Ser 5.11 3.90 0.014 0.144 4.76 4.26 0.066 0.247 3.92 5.09 <0.001 0.247 
Gln 3.73 2.64 ns 0.457 3.63 2.74 <0.001 0.181 2.89 3.48 0.007 0.181 
Glu 6.62 5.04 ns 1.02 5.93 5.73 ns 0.435 5.87 5.80 ns 0.435 
Asn 0.735 0.807 ns 0.110 0.827 0.715 0.006 0.034 0.654 0.888 <0.001 0.034 
Asp 3 2.78 ns 0.366 2.91 2.87 ns 0.128 2.87 2.91 ns 0.128 
Ala 0.973 1.393 0.002 0.021 1.269 1.096 0.039 0.075 1.162 1.204 ns 0.075 
Mayor. 21.22 16.98 0.067 1.158 20.17 18.03 0.011 0.715 18.08 20.12 0.014 0.715 
Minor. 3.88 2.84 0.006 0.084 3.57 3.15 ns 0.024 2.63 4.09 <0.001 0.238 
Arom. 0.337 0.273 ns 0.028 0.327 0.283 ns 0.027 0.255 0.356 0.033 0.027 
Totales 25.10 19.82 0.047 1.182 23.74 21.18 0.009 0.822 20.72 24.21 0.001 0.822 
Gly/Ser  0.216 0.110 0.028 0.018 0.179 0.146 0.065 0.016 0.182 0.149 0.036 0.016 
Gln/Glu  0.606 0.545 ns 0.146 0.659 0.492 0.008 0.053 0.532 0.619 ns 0.053 
Asn/Asp 0.254 0.304 ns 0.062 0.301 0.256 0.025 0.018 0.240 0.317 <0.001 0.018 
5.b.                                                            5.c. 
    C.T   T.N   
    A E s.e.d. H L s.e.d. 
Gly F 0.888 0.375 0.082    
 I 1.225 0.462     
Gln F 3.10 2.37 0.492    
 I 4.36 2.91     
Asp F    3.07 2.67 0.181 
  I    2.76 3.06  
5.d. 
C.T.N 
    F I   
    H L H L s.e.d. 
Asp A 2.95 2.81 3.08 3.15 0.427 
  E 3.18 2.53 2.45 2.97   
 
El análisis de la varianza de los niveles de aminoácidos totales, mayoritarios, 
minoritarios y aromáticos en la hoja bandera en la emergencia de la espiga del trigo en la 
presente anualidad, únicamente mostró significación estadística en los efectos principales 
de los factores experimentales, CO2, temperatura y nitrógeno (Tabla 5a), no en las 
interacciones entre los mismos (Tabla 5b). El crecimiento en CO2 elevado redujo los 
niveles foliares tanto de los aminoácidos totales, como de los mayoritarios y minoritarios, 
pero no alteró el contenido foliar de aminoácidos aromáticos (Tabla 5a). El crecimiento a 
temperaturas superiores a las ambientales disminuyó la acumulación de aminoácidos 
totales y mayoritarios, si bien no modificó el contenido de minoritarios y aromáticos 
(Tabla 5a). Y por último, los niveles de todos ellos aumentaron en plantas crecidas con 
  C.T C.N T.N C.T.N 
Gly 0.044 ns ns ns 
Ser ns ns ns ns 
Gln 0.073 ns ns ns 
Glu ns ns ns ns 
Asn ns ns ns ns 
Asp ns ns 0.018 0.08 
Ala ns ns ns ns 
Mayor. ns ns ns ns 
Minor. ns ns ns ns 
Arom.  ns ns ns ns 
Totales  ns ns ns ns 
Gly/Ser  ns ns ns  ns 
Gln/Glu  ns ns ns ns 
Asn/Asp ns ns ns ns 
Resultados 
 102 
abundancia de nitrógeno en comparación con aquellas deficientes en dicho nutriente (Tabla 
























Gráfico 5a. Concentración de los aminoácidos mayoritarios, totales, minoritarios y aromáticos en la hoja 
bandera del trigo en respuesta a las combinaciones de la concentración atmosférica de CO2 (ambiente, A, 370 
µmol·mol-1; elevado, E, 700 µmol·mol-1), la temperatura del aire (ambiente, I; 2 ºC superior a la ambiente, F) 
y la aplicación de nitrógeno (deficiente,  L, 32 kg·ha-1; abundante, H, 140 kg·ha-1). Medidas realizadas en la 
emergencia de la espiga, en el año 2004. Las barras verticales representan el error estándar de la diferencia 
para la combinación de los tres tratamientos (CO2xTxN). 
 
En cuanto a los aminoácidos mayoritarios considerados individualmente y las razones 
analizadas, el crecimiento en CO2 elevado disminuyó significativamente los niveles 
foliares de Ser y la razón Gly/Ser, a su vez aumentó el contenido de Ala, pero no modificó 
los niveles de Glu y Asn, ni las razones Gln/Glu y Asn/Asp (Tabla 5a,b). El crecimiento a 
temperaturas superiores a las ambientales redujo los niveles de Asn, Ser y Ala y las 
razones Gly/Ser, Gln/Glu y Asn/Asp, si bien no tuvo efecto significativo en los contenidos 
foliares de Glu (Tabla 5a). En plantas crecidas con abundancia de nitrógeno los niveles de 
Asn, Ser y Gln, así como la razón Asn/Asp, fueron mayores que en aquellas crecidas con 
deficiencia en dicho nutriente (Tabla 5a). Además, la abundancia de nitrógeno disminuyó 
la razón Gly/Ser, mientras que la razón Gln/Glu no fue modificada por la disponibilidad de 
este nutriente (Tabla 5a). 
La interacción de los factores experimentales CO2xT alcanzó significación estadística 
para la Gln y Gly (Tabla 5b), mostrando que tanto en plantas crecidas a temperaturas 





















































reducción también tuvo lugar en los niveles de Gln, pero únicamente se observó en plantas 
crecidas a temperaturas ambientales (Tabla 5c). Además, en plantas crecidas a niveles 
ambientales de CO2, la elevación de la temperatura redujo el contenido foliar de Gly; si 
bien la elevación de la temperatura disminuyó el contenido foliar de Gln, a ambos niveles 
de CO2 de crecimiento, siendo más acusado el efecto en plantas crecidas a [CO2] 
ambientales. 
El Asp mostró una interacción triple significativa CO2xTxN (Tabla 5b), indicativa de 
que en plantas crecidas en condiciones de CO2 elevado y abundancia de nitrógeno, la 
temperatura elevada aumentó el contenido foliar de Asp (Tabla 5d). En CO2 elevado, la 
abundancia de nitrógeno incrementó los niveles de Asp en plantas crecidas a temperaturas 











Gráfico 5b. Concentración de los aminoácidos mayoritarios considerados individualmente (Gln, Glu, Asp, 
Asn, Ala, Ser y Gly) y las razones Gly/Ser, Gln/Glu y Asn/Asp en la hoja bandera del trigo en respuesta a las 
combinaciones de la concentración atmosférica de CO2 (ambiente, A, 370 µmol·mol
-1; elevado, E, 700 
µmol·mol-1), la temperatura del aire (ambiente, I; 2 ºC superior a la ambiente, F) y la aplicación de nitrógeno 
(deficiente,  L, 32 kg·ha-1; abundante, H, 140 kg·ha-1). Medidas realizadas en la emergencia de la espiga, en el 
año 2004. Las barras verticales representan el error estándar de la diferencia para la combinación de los tres 
tratamientos (CO2xTxN). 
 
4.2.1.7. Contenido de nitrato, clorofila y proteínas 
(i) Contenido de nitrato. El análisis de la varianza de los niveles de nitrato en la hoja 
bandera del trigo en la emergencia de la espiga mostró una interacción triple significativa 
de los factores experimentales CO2xTxN (Tabla 6b), que puso de manifiesto que el CO2 
















































abundante y temperatura elevada como en aquellas crecidas con deficiencia en nitrógeno y 
temperaturas ambientales (Tabla 6d). En condiciones de CO2 ambiente, la temperatura 
elevada incrementó los niveles foliares de nitrato en plantas crecidas con abundancia de 
nitrógeno, sin embargo los disminuyó en condiciones de deficiencia de dicho nutriente 
(Tabla 6d). Finalmente, en plantas crecidas a [CO2] ambientales y temperatura elevada, la 
abundancia de nitrógeno aumentó el contenido foliar de nitrato (Tabla 6d). 
Tabla 6. Cambios en los niveles de nitrato, clorofila y proteínas totales en la hoja bandera del trigo en 
respuesta al CO2, temperatura y nitrógeno, en la emergencia de la espiga, en el año 2004. Datos de nitrato 
expresados en µmoles·g PF-1, de clorofila en  mg·g PF-1y de proteínas totales en mg·g PF-1. 
6.a 
CO2     Temperatura     Nitrógeno       
A E p s.e.d. I F p s.e.d. L H p s.e.d. 
Nitrato 31.25 25.45 0.022 0.882 28.12 28.58 ns 1.772 27.92 28.78 ns 1.772 
Clorofila  2.929 2.554 0.079 0.1123 2.760 2.723 ns 0.0695 2.604 2.878 0.002 0.0695 
Proteína  52.54 44.04 ns 2.788 48.56 48.01 ns 1.683 46.03 50.55 0.020 1.683 
6.b.                                                             6.c. 
    C.N   T.N   
    A E s.e.d. F I s.e.d. 
Nitrato H    30.81 26.75 2.506 
 L    26.35 29.49  
Clorofila  H 3.133 2.624 0.1321 2.783 2.974 0.0983 




(ii) Contenido de clorofila. Las interacciones CO2xN y TxN alcanzaron significación 
estadística en el análisis de los resultados de clorofila (Tabla 6b). La primera de las 
interacciones, CO2xN, mostró que el CO2 elevado disminuyó los niveles foliares de 
clorofila tanto en condiciones de abundancia en nitrógeno como deficiencia del mismo, 
ahora bien, ésta reducción fue más acusada en plantas crecidas con nitrógeno abundante 
(Tabla 6c). En plantas crecidas a concentraciones ambientales de CO2, la abundancia de 
nitrógeno aumentó los niveles de clorofila (Tabla 6c). La segunda de las interacciones 
entre los factores experimentales TxN, puso de manifiesto que las temperaturas superiores 
a las ambientales disminuyeron los niveles de clorofila en plantas crecidas con abundancia 
de nitrógeno (Tabla 6c); y en plantas crecidas a temperaturas ambientales, la abundancia de 
nitrógeno aumentó el contenido de clorofila (Tabla 6c). 
(iii) Contenido de proteínas totales. El crecimiento en CO2 elevado tendió a disminuir 
los niveles de proteínas, sin llegar a alcanzar significación estadística, y el crecimiento a 
temperaturas elevadas no afectó al contenido proteico (Tabla 6a). Sin embargo, en plantas 
  C.T C.N T.N C.T.N 
Nitrato ns ns 0.065 0.007 
Clorofila  ns 0.075 0.047 ns 
Proteína ns ns ns ns 
C.T.N 
    F I   
    H L H L s.e.d. 
Nitrato A 38.17 25.7 27.45 33.67 3.544 




crecidas con abundancia de nitrógeno el contenido foliar de proteínas fue mayor que en 
plantas con deficiencia en dicho nutriente (Tabla 6a). Las interacciones entre factores 






Gráfico 6. Concentración de nitrato, clorofila y proteínas totales en la hoja bandera del trigo en respuesta a 
las combinaciones de la concentración atmosférica de CO2 (ambiente, A, 370 µmol·mol
-1; elevado, E, 700 
µmol·mol-1), la temperatura del aire (ambiente, I; 2 ºC superior a la ambiente, F) y la aplicación de nitrógeno 
(deficiente,  L, 32 kg·ha-1; abundante, H, 140 kg·ha-1). Medidas realizadas en la emergencia de la espiga, en el 
año 2004. Las barras verticales representan el error estándar de la diferencia para la combinación de los tres 
tratamientos (CO2xTxN). 
 
4.2.2. Estudio de la hoja bandera del trigo días después de la antesis 
4.2.2.1. Niveles de transcritos de la subunidad pequeña de la Rubisco (rbcS) 
 A temperaturas elevadas y abundancia de nitrógeno, el crecimiento en CO2 elevado 
redujo notablemente los niveles de transcritos de la Rubisco, mientras que en plantas 
crecidas con nitrógeno abundante y temperaturas ambientales, el CO2 elevado disminuyó 
ligeramente la expresión del enzima (Figura 2).  
En plantas deficientes en nitrógeno, a ambas temperaturas de crecimiento, el CO2 
elevado no alteró la expresión del enzima. A niveles ambientales de CO2, en plantas 
deficientes en nitrógeno, el incremento de la temperatura de crecimiento aumentó los 
niveles de transcritos de la subunidad pequeña del enzima, aunque los transcritos no 
variaron en plantas crecidas con abundancia de nitrógeno. Sin embargo, en condiciones de 
CO2 elevado, en plantas crecidas con nitrógeno abundante, la elevación de la temperatura 
reprimió la expresión del enzima (Figura 2). Finalmente, en plantas crecidas en CO2 
elevado, la abundancia de nitrógeno redujo los niveles de transcritos de rbcS en plantas 
crecidas a temperaturas elevadas, aunque a temperaturas ambientales no modificó la 
expresión del enzima. Mientras que en plantas crecidas en CO2 ambiente, la abundancia de 
nitrógeno incrementó la expresión de rbcS a temperaturas ambientales, y en cambio a 























































Figura 2. Niveles de ARNm del gen rbcS 12 días después de la antesis en la hoja bandera de plantas de trigo 
crecido en el campo en cámaras de gradiente de temperatura, bien a nivel de CO2 ambiental (A, 370 
µmol·mol-1) o elevado (E, 700 µmol·mol-1), temperaturas ambientales (I) o 2 ºC superiores (F) y deficiencia 
(L, 32 kg·ha-1) o abundancia (H, 140 kg·ha-1) de nitrógeno correspondientes a la anualidad 2004. 1ª repetición 
(a) y 2ª repetición (b). Se aplicaron idénticas cantidades de ARN (15 µg) en cada una de las celdillas; el 
cargado de muestras fue comprobado por inspección de la señal ARNr (datos no mostrados). La intensidad 
de la señal indica la abundancia de transcritos relativa al total de ARN. 
 
4.2.2.2. Contenido de carbohidratos 
El CO2 elevado no alteró los niveles foliares de ninguno de los carbohidratos 
analizados, glucosa, fructosa, sacarosa, almidón y fructanos, en estadios avanzados del 
desarrollo del cultivo del trigo (Tabla 7a).  
Tabla 7. Cambios en los niveles de glucosa (G), fructosa (F), sacarosa (S), fructanos (Fru) y almidón (A) en 
la hoja bandera del trigo en respuesta al CO2, temperatura y nitrógeno, 12 días después de la antesis, en el 






El crecimiento a temperaturas superiores a las ambientales disminuyó 
significativamente el contenido foliar de fructanos y almidón, sin afectar a los niveles de 
glucosa, fructosa y sacarosa (Tabla 7a). En plantas crecidas con nitrógeno abundante los 
niveles de las hexosas, glucosa y fructosa, aumentaron significativamente comparadas con 
aquellas crecidas con deficiencia en nitrógeno, sin embargo, el resto de carbohidratos, 
sacarosa, fructanos y almidón, no varió (Tabla 7a). Las interacciones entre factores 
experimentales no alcanzaron significación estadística para los niveles de carbohidratos 
(Tabla 7b).                                       
 CO2   Temperatura   Nitrógeno   
  A E p s.e.d. I F p s.e.d. L H p s.e.d. 
G 14.09 15.07 ns 2.704 15.14 14.02 ns 2.048 11.93 17.23 0.024 2.048 
F 10.22 10.95 ns 1.712 11 10.17 ns 1.35 9.26 11.91 0.073 1.35 
S 58.86 49.63 ns 6.449 54.21 54.28 ns 4.754 55.43 53.06 ns 4.754 
Fru 30.1 19.1 ns 8.06 32.5 16.6 0.013 5.47 21.7 21.4 ns 5.47 
A 5.31 6.67 ns 1.002 6.67 4.73 0.038 0.835 6.37 5.03 ns 0.835 
  C.T C.N T.N C.T.N 
G ns ns ns ns 
F ns ns ns ns 
S ns ns ns ns 
Fru ns ns ns ns 
A ns ns ns ns 













Gráfico 7. Concentración de glucosa (G), fructosa (F), almidón (A), sacarosa (S) y fructanos (Fru) en la hoja 
bandera del trigo en respuesta a las combinaciones de la concentración atmosférica de CO2 (ambiente, A, 370 
µmol·mol-1; elevado, E, 700 µmol·mol-1), la temperatura del aire (ambiente, I; 2 ºC superior a la ambiente, F) 
y la aplicación de nitrógeno (deficiente,  L, 32 kg·ha-1; abundante, H, 140 kg·ha-1). Medidas realizadas 12 
días después de la antesis, en el año 2004. Las barras verticales representan el error estándar de la diferencia 
para la combinación de los tres tratamientos (CO2xTxN). 
 
4.2.2.3. Contenido de hexosas fosfato, UDP-glucosa y razón G6P/F6P 
El crecimiento en CO2 elevado aumentó la razón G6P/F6P y disminuyó los niveles 
foliares de F6P, pero no llegó a alterar el contenido del resto de hexosas-P y UDP-glucosa 
(Tabla 8a). Las temperaturas superiores a las ambientales no afectaron a los niveles de 
hexosas fosfato y la razón G6P/F6P (Tabla 8b). En plantas crecidas con abundancia de 
nitrógeno los niveles de G6P y F6P fueron menores que en aquellas crecidas con 
deficiencia en nitrógeno (Tabla 8a).  
Tabla 8. Cambios en los niveles de hexosas fosfato (G6P, G1P, F6P), UDP-glucosa y la razón G6P/F6P en la 
hoja bandera del trigo en respuesta al CO2, temperatura y nitrógeno, 12 días después de la antesis, en el año 
2004. Datos expresados en nmoles·g PF-1.  
8.a. 
CO2     Temperatura     Nitrógeno       
A E p s.e.d. I F p s.e.d. L H p s.e.d. 
G6P 61.2 59.5 ns 6.31 62.1 58.7 ns 4.22 64.4 56.4 0.083 4.22 
G1P 6.92 6.7 ns 1.027 6.64 6.98 ns 0.663 6.90 6.72 ns 0.663 
F6P 67.1 48.9 0.047 4.11 59.7 56.3 ns 4.05 62 54 0.072 4.05 
UDP-Glucosa 14.68 15.77 ns 1.839 14.4 16.05 ns 1.98 13.69 16.76 ns 1.98 
G6P/F6P 0.942 1.281 0.038 0.068 1.097 1.126 ns 0.106 1.136 1.087 ns 0.106 
8.b.                                                                     8.c. 
    T.N   
    H L s.e.d. 
UDP-Glucosa F 19.58 12.53 2.801 
 I 13.95 14.84   
G6P/F6P F 0.991 1.260 0.149 
  I 1.182 1.013   
 
Los niveles de UDP-glucosa mostraron una interacción significativa TxN (Tabla 8b), 
indicativa de que la elevación de la temperatura incrementó el contenido de UDP-glucosa 
en plantas crecidas con abundante nitrógeno (Tabla 8c); y la abundancia de nitrógeno 
también aumentó los niveles de UDP-glucosa en plantas crecidas a temperaturas elevadas 
  C.T C.N T.N C.T.N 
G6P ns ns ns ns 
G1P ns ns ns ns 
F6P ns ns ns ns 
UDP-Glucosa ns ns 0.068 ns 











































(Tabla 8c). Por último, la interacción TxN fue también significativa para la razón G6P/F6P 
(Tabla 8b), poniendo de manifiesto que la abundancia de nitrógeno disminuyó dicha razón 











Gráfico 8. Concentración de hexosas fosfato (G6P, G1P, F6P), UDP-glucosa y la razón G6P/F6P en la hoja 
bandera del trigo en respuesta a las combinaciones de la concentración atmosférica de CO2 (ambiente, A, 370 
µmol·mol-1; elevado, E, 700 µmol·mol-1), la temperatura del aire (ambiente, I; 2 ºC superior a la ambiente, F) 
y la aplicación de nitrógeno (deficiente,  L, 32 kg·ha-1; abundante, H, 140 kg·ha-1). Medidas realizadas 12 
días después de la antesis, en el año 2004. Las barras verticales representan el error estándar de la diferencia 
para la combinación de los tres tratamientos (CO2xTxN). 
 
4.2.2.4. Contenido de otros intermediarios fosforilados y ácidos orgánicos 
En estadios posteriores del desarrollo de los cultivos de trigo en el campo, 12 días 
después de la antesis, ni el CO2 de crecimiento, ni la temperatura o la disponibilidad de 
nitrógeno modificaron los niveles foliares de 3PGA, ATP y malato (Tabla 9a). Sin 
embargo, hubo una interacción significativa entre los factores experimentales CO2xTxN 
(Tabla 9b) en el análisis de los datos de 2-OG, que puso de manifiesto que el CO2 de 
crecimiento no tuvo efecto sobre el contenido de 2-OG (Tabla 9d); si bien, en plantas 
crecidas en CO2 elevado y deficiencia en nitrógeno, la temperatura elevada aumentó los 
niveles foliares de 2-OG (Tabla 9d); y en plantas crecidas en condiciones de CO2 y 
temperatura elevados, la abundancia de nitrógeno redujo el contenido foliar de dicho ácido 


























































Tabla 9. Cambios en los niveles de los intermediarios fosforilados (3PGA y ATP) y ácidos orgánicos (2-OG 
y malato) en la hoja bandera del trigo en respuesta al CO2, temperatura y nitrógeno, 12 días después de la 
antesis, en el año 2004. Datos de 3PGA expresados en µmoles·g PF-1·10-1, de ATP y 2-OG expresados en 
nmoles·g PF-1 y de malato en µmoles·g PF-1. 
9.a. 
CO2     Temperatura     Nitrógeno       
A E p s.e.d. I F p s.e.d. L H p s.e.d. 
3PGA 6.82 5.27 ns 0.814 6 6.08 ns 0.93 5.79 6.3 ns 0.93 
ATP 37.2 45 ns 4.01 41.7 40.5 ns 7.36 41.7 40.5 ns 7.36 
2-OG 84.9 86.1 ns 5.22 82.4 88.6 ns 7.32 86.4 84.6 ns 7.32 
Malato 24.16 21.89 ns 2.96 22.79 23.27 ns 1.603 21.86 24.19 ns 1.603 
9.b.                                                       9.c. 
    T.N   
    H L s.e.d. 
2-OG F 80 97.2 10.32 




    F I  
    H L H L s.e.d. 
2-OG A 90.7 84.8 84.4 79.7 14.63 








Gráfico 9. Concentración de los intermediarios fosforilados (3-PGA y ATP) y ácidos orgánicos (2-OG y 
malato)en la hoja bandera del trigo en respuesta a las combinaciones de la concentración atmosférica de CO2 
(ambiente, A, 370 µmol·mol-1; elevado, E, 700 µmol·mol-1), la temperatura del aire (ambiente, I; 2 ºC 
superior a la ambiente, F) y la aplicación de nitrógeno (deficiente,  L, 32 kg·ha-1; abundante, H, 140 kg·ha-1). 
Medidas realizadas 12 días después de la antesis, en el año 2004. Las barras verticales representan el error 
estándar de la diferencia para la combinación de los tres tratamientos (CO2xTxN). 
 
4.2.2.5. Actividad nitrato reductasa 
Ninguno de los factores experimentales -CO2, temperatura y nitrógeno- modificó el 
estado de activación del enzima (Tabla 10a,b). La temperatura de crecimiento tampoco 
produjo cambios de actividad NR (Tabla 10a), sin embargo, mostró una interacción 
significativa CO2xN (Tabla 10b), indicativa de que el CO2 elevado aumentó la actividad 
NR en plantas deficientes en nitrógeno, y la disminuyó en plantas con nitrógeno abundante 
(Tabla 10c); y en condiciones ambientales de CO2, la abundancia de nitrógeno incrementó 
la actividad NR (Tabla 10c).  
  C.T C.N T.N C.T.N 
3PGA ns ns ns ns 
ATP ns ns ns ns 
2-OG ns ns 0.058 0.050 




















































Tabla 10. Variaciones en la actividad nitrato reductasa máxima (NR) y su estado de activación (Activación) 
en la hoja bandera del trigo en respuesta al CO2, temperatura y nitrógeno, 12 días después de la antesis, en el 
año 2004. Datos de la actividad NR expresados en µmol NO-2·g·PF-1·h-1 y del estado de activación en %. 
10.a. 
CO2     Temperatura     Nitrógeno       
A E p s.e.d. I F p s.e.d. L H p s.e.d. 
NR 7.49 7.64 ns 0.532 8.04 7.09 ns 0.843 7.50 7.64 ns 0.843 
Activación 65 72.4 ns 10.65 65.5 71.9 ns 6.98 67.2 70.2 ns 6.98 
10.b.                                                            10.c. 
   C.N  
   H L s.e.d. 
NR A 8.65 6.34 1.192 







Gráfico 10. Actividad y estado de activación de la nitrato reductasa en la hoja bandera del trigo en respuesta 
a las combinaciones de la concentración atmosférica de CO2 (ambiente, A, 370 µmol·mol
-1; elevado, E, 700 
µmol·mol-1), la temperatura del aire (ambiente, I; 2 ºC superior a la ambiente, F) y la aplicación de nitrógeno 
(deficiente,  L, 32 kg·ha-1; abundante, H, 140 kg·ha-1). Medidas realizadas 12 días después de la antesis, en el 
año 2004. Las barras verticales representan el error estándar de la diferencia para la combinación de los tres 
tratamientos (CO2xTxN). 
 
4.2.2.6.  Contenido de aminoácidos 
Los niveles foliares de aminoácidos totales, mayoritarios, minoritarios y aromáticos 
mostraron varias interacciones significativas entre los factores experimentales (Tabla 11b). 
La interacción CO2xT alcanzó significación para los aminoácidos totales, mayoritarios y 
minoritarios (Tabla 11b), poniendo de manifiesto que el CO2 elevado condujo a un 
descenso del contenido foliar de aminoácidos mayoritarios y minoritarios, únicamente, a 
temperaturas ambientales; mientras que los aminoácidos totales disminuyeron en plantas 
crecidas a ambas temperaturas, aunque la reducción fue más acentuada a temperaturas 
ambientales (Tabla 11c). En plantas crecidas a niveles ambientales de CO2, la elevación de 
la temperatura disminuyó también el contenido foliar de los aminoácidos totales, 
mayoritarios y minoritarios (Tabla 11c). 
 
 
 C.T C.N T.N C.T.N 
NR ns 0.024 ns ns 







































Tabla 11. Cambios en los niveles de aminoácidos mayoritarios considerados individualmente, aminoácidos 
totales, mayoritarios, minoritarios y aromáticos, en la hoja bandera del trigo en respuesta al CO2, temperatura 
y nitrógeno, 12 días después de la antesis, en el año 2004. Datos expresados en µmoles·g PF-1.  
11.a. 
CO2     Temperatura     Nitrógeno       
A E p s.e.d. I F p s.e.d. L H p s.e.d. 
Gly 1.163 0.544 0.006 0.047 0.907 0.800 ns 0.085 0.845 0.862 ns 0.085 
Ser 4.088 2.398 0.017 0.226 3.617 2.869 0.003 0.198 3.195 3.290 ns 0.198 
Gln 1.91 1.13 0.061 0.202 1.77 1.27 0.008 0.158 1.28 1.76 0.011 0.158 
Glu 6.213 4.996 0.056 0.3 5.880 5.329 0.085 0.294 5.744 5.464 ns 0.294 
Asn 0.299 0.255 ns 0.0249 0.322 0.232 0.039 0.039 0.235 0.318 0.054 0.039 
Asp 2.136 2.298 ns 0.124 2.273 2.161 ns 0.179 2.225 2.209 ns 0.179 
Ala 0.685 0.972 0.028 0.049 0.845 0.812 ns 0.106 0.849 0.808 ns 0.106 
Mayor. 16.49 12.59 0.051 0.913 15.62 13.47 0.024 0.828 14.38 14.71 ns 0.828 
Minor. 4.92 2.95 0.053 0.471 4.46 3.41 0.012 0.357 2.83 5.05 <0.001 0.357 
Arom. 0.505 0.253 0.08 0.076 0.421 0.337 ns 0.068 0.282 0.476 0.014 0.068 
Totales 21.42 15.54 0.006 0.442 20.08 16.88 0.006 0.955 17.2 19.76 0.020 0.955 
Gly/Ser  0.303 0.249 ns 0.026 0.260 0.292 ns 0.031 0.274 0.277 ns 0.031 
Gln/Glu  0.303 0.229 0.025 0.012 0.294 0.237 0.016 0.021 0.222 0.309 0.001 0.021 



















   C.T  C.N   T.N  
   F I s.e.d. H L s.e.d.  H L s.e.d. 
Ser A 3.489 4.687 0.300        
 E 2.248 2.547         
Gln A 1.42 2.40 0.256 2.34 1.48 0.256 F 1.32 1.22 0.223 
 E 1.11 1.15  1.18 1.09  I 2.2 1.35  
Asn A 0.213 0.385 0.055        
 E 0.25 0.259         
Mayor. A 14.6 18.38 1.233        
 E 12.34 12.85         
Minor. A 3.98 5.87 0.591 6.67 3.17 0.591     
 E 2.84 3.06  3.42 2.48      
Arom.  A    0.672 0.339 0.102     
 E    0.279 0.226      
Totales A 18.58 24.25 1.351 23.69 19.14 1.351     
 E 15.18 15.91  15.82 15.27      
Gln/Glu  A 0.246 0.36 0.029 0.374 0.232 0.291 F 0.255 0.219 0.038 
 E 0.228 0.229  0.245 0.213  I 0.363 0.226  
Asn/Asp A 0.105 0.168 0.021        
  E 0.108 0.114         
 
 
  C.T C.N T.N C.T.N 
Gly ns ns ns ns 
Ser 0.042 ns ns ns 
Gln 0.012 0.031 0.033 ns 
Glu ns ns ns ns 
Asn 0.058 ns ns ns 
Asp ns ns ns ns 
Ala ns ns ns ns 
Mayor. 0.072 ns ns ns 
Minor. 0.037 0.004 ns ns 
Arom. ns 0.060 ns ns 
Totales 0.024 0.058 ns ns 
Gly/Ser  ns ns ns ns 
Gln/Glu  0.018 0.020 0.032 ns 
Asn/Asp 0.086 ns ns ns 
Resultados 
 112 
La interacción CO2xN alcanzó significación estadística en el análisis de los resultados 
de aminoácidos totales, minoritarios y aromáticos, sin afectar a los mayoritarios (Tabla 
11c). En ésta interacción se observó que en plantas con nitrógeno abundante, el CO2 
elevado disminuyó el contenido foliar de aminoácidos minoritarios y aromáticos; mientras 
que los totales disminuyeron tanto en plantas crecidas en abundancia como deficiencia de 
nitrógeno, siendo esta reducción más acusada en condiciones de nitrógeno abundante 
(Tabla 11c). En plantas crecidas en condiciones de CO2 ambiente, la abundancia de 
nitrógeno incrementó los niveles de aminoácidos totales y aromáticos; mientras que los 













Gráfico 11a. Concentración de los aminoácidos mayoritarios, totales, minoritarios y aromáticos en la hoja 
bandera del trigo en respuesta a las combinaciones de la concentración atmosférica de CO2 (ambiente, A, 370 
µmol·mol-1; elevado, E, 700 µmol·mol-1), la temperatura del aire (ambiente, I; 2 ºC superior a la ambiente, F) 
y la aplicación de nitrógeno (deficiente,  L, 32 kg·ha-1; abundante, H, 140 kg·ha-1). Medidas realizadas 12 
días después de la antesis, en el año 2004. Las barras verticales representan el error estándar de la diferencia 
para la combinación de los tres tratamientos (CO2xTxN).  
 
En referencia a los aminoácidos mayoritarios, considerados individualmente y a las 
razones analizadas, ninguno de los factores experimentales ni sus interacciones afectaron al 
contenido foliar de Asp, ni a la razón Gly/Ser (Tabla 11a,b). El crecimiento en CO2 
elevado redujo notablemente los niveles de Gly, hasta un 50%, y los de Glu, mientras que 
aumentó los niveles de Ala. El crecimiento a temperaturas superiores a las ambientales 
disminuyó ligeramente los niveles de Glu. Y la abundancia de nitrógeno aumentó el 

























































La interacción CO2xT alcanzó significación estadística para los aminoácidos Asn, Ser y 
Gln, así como las razones Gln/Glu y Asn/Asp (Tabla 11b). A temperaturas ambientales de 
crecimiento, el CO2 elevado condujo a un descenso de las razones Gln/Glu y Asn/Asp y de 
los niveles de Asn y Gln; mientras que los niveles de Ser disminuyeron tanto en plantas 
crecidas a temperaturas ambientales como aquellas crecidas a temperaturas elevadas, 
siendo el descenso más acusado en condiciones de temperaturas ambientales (Tabla 11c). 
En plantas crecidas en condiciones de CO2 ambiente, la temperatura elevada disminuyó 
significativamente los niveles foliares de Asn, Ser y Gln, además de las razones Gln/Glu y 












Gráfico 11b. Concentración de los aminoácidos mayoritarios considerados individualmente (Gln, Glu, Asp, 
Asn, Ala, Ser y Gly) y las razones Gly/Ser, Gln/Glu y Asn/Asp en la hoja bandera del trigo en respuesta a las 
combinaciones de la concentración atmosférica de CO2 (ambiente, A, 370 µmol·mol
-1; elevado, E, 700 
µmol·mol-1), la temperatura del aire (ambiente, I; 2 ºC superior a la ambiente, F) y la aplicación de nitrógeno 
(deficiente,  L, 32 kg·ha-1; abundante, H, 140 kg·ha-1). Medidas realizadas 12 días después de la antesis, en el 
año 2004. Las barras verticales representan el error estándar de la diferencia para la combinación de los tres 
tratamientos (CO2xTxN). 
 
En cuanto al contenido foliar de Gln y la razón Gln/Glu, alcanzaron significación 
estadística las interacciones CO2xN y TxN (Tabla 11b). La primera de las interacciones, 
puso de manifiesto que el CO2 elevado redujo los niveles de Gln y la razón Gln/Glu en 
plantas crecidas con abundancia de nitrógeno (Tabla 11c). Mientras que en plantas crecidas 
con niveles de CO2 ambientales, la abundancia de nitrógeno aumentó los niveles de éste 
aminoácido y de la razón Gln/Glu (Tabla 11c). La segunda de las interacciones, TxN, 














































el contenido foliar de Gln y la razón Gln/Glu; y en plantas crecidas a temperaturas 
ambientales, la abundancia de nitrógeno aumentó tanto los niveles de Gln como la razón 
Gln/Glu (Tabla 11c). 
4.2.2.7. Contenido de nitrato, clorofila y proteínas 
(i) Contenido de nitrato. El crecimiento a temperaturas superiores a las ambientales 
disminuyó los niveles foliares de nitrato (Tabla 12a). La interacción CO2xN mostró 
significación estadística (Tabla 12b), observándose que en plantas crecidas con nitrógeno 
abundante, el CO2 elevado disminuyó los niveles de nitrato (Tabla 12c); y la abundancia de 
nitrógeno los incrementó en [CO2] ambientales (Tabla 12c).  
Tabla 12. Cambios en los niveles de nitrato, clorofila y proteínas totales en la hoja bandera del trigo en 
respuesta al CO2, temperatura y nitrógeno, 12 días después de la antesis, en el año 2004. Datos de nitrato 
expresados en µmoles·g PF-1, de clorofila en  mg·g PF-1 y de proteínas totales en mg·g PF-1. 
12.a. 
CO2     Temperatura     Nitrógeno       
A E p s.e.d. I F p s.e.d. L H p s.e.d. 
Nitrato 25.22 22.21 ns 1.351 25.27 22.17 0.005 0.917 21.96 25.48 0.002 0.917 
Clorofila  2.661 2.528 ns 0.098 2.611 2.578 ns 0.061 2.631 2.559 ns 0.061 
Proteínas   39.31 33.88 0.001 0.190 37.81 35.38 0.070 1.227 37.65 35.54 ns 1.227 
12.b.                                                            12.c.  
    C.T   C.N   
    F I s.e.d. H L s.e.d. 
Clorofila  A 2.581 2.741 0.1159    
 E 2.574 2.482     
Nitrato A    28.95 21.50 1.633 




(ii) Contenido de clorofila. En estadios avanzados del desarrollo del cultivo de trigo, 12 
días después de la antesis, los niveles foliares de clorofila no variaron en respuesta a la 
disponibilidad de nitrógeno (Tabla 12a); sin embargo, la interacción CO2xT alcanzó 
significación estadística (Tabla 12b), poniendo de manifiesto que la temperatura elevada 
redujo el contenido de clorofila en plantas crecidas en condiciones ambientales de CO2 
(Tabla 12c). 
(iii) Contenido de proteínas totales. En el análisis de la varianza, la interacción triple 
CO2xTxN alcanzó significación estadística (Tabla 12b), mostrando que a temperaturas 
superiores a las ambientales, el CO2 elevado redujo los niveles foliares de proteína en 
plantas crecidas con abundancia en nitrógeno; mientras que a temperaturas ambientales, 
  C.T C.N T.N C.T.N 
Nitrato ns 0.001 ns ns 
Clorofila  0.062 ns ns ns 
Proteínas  ns ns ns 0.084 
C.T.N 
   F I  
   H L H L s.e.d. 
Proteínas  A 39.18 37.01 39.55 41.48 2.455 




dicho efecto tuvo lugar tanto en plantas crecidas con abundancia como en deficiencia de 
nitrógeno (Tabla 12d). La elevación de la temperatura disminuyó el contenido de proteínas 
tanto en plantas crecidas en CO2 elevado y abundancia de nitrógeno como aquellas 
crecidas en CO2 ambiente y deficiencia en nitrógeno (Tabla 12d). En condiciones de CO2 y 
temperatura elevados, la abundancia de nitrógeno redujo los niveles de proteínas 










Gráfico 12. Concentración de nitrato, clorofila y proteínas totales en la hoja bandera del trigo en respuesta a 
las combinaciones de la concentración atmosférica de CO2 (ambiente, A, 370 µmol·mol
-1; elevado, E, 700 
µmol·mol-1), la temperatura del aire (ambiente, I; 2 ºC superior a la ambiente, F) y la aplicación de nitrógeno 
(deficiente,  L, 32 kg·ha-1; abundante, H, 140 kg·ha-1). Medidas realizadas 12 días después de la antesis, en el 
año 2004. Las barras verticales representan el error estándar de la diferencia para la combinación de los tres 
tratamientos (CO2xTxN). 
 
4.3. Experimento de campo correspondiente a la anualidad 2006 
4.3.1. Estudio de la hoja bandera del trigo en la emergencia de la espiga  
4.3.1.1. Niveles de transcritos de la subunidad pequeña de la Rubisco (rbcS) 
Se ha encontrado cierta variabilidad en la abundancia de transcritos de rbcS entre las 
repeticiones analizadas, por lo que únicamente se considerarán aquellos cambios de 
expresión que resulten de variaciones significativas en los niveles de transcritos de rbcS 
entre los factores experimentales.  
El CO2 elevado aumentó los niveles de transcritos de la Rubisco en plantas crecidas a 
temperaturas elevadas y abundancia de nitrógeno (Figura 3). A concentraciones 
ambientales de CO2 y deficiencia en nitrógeno, la elevación de la temperatura redujo la 
abundancia de transcritos de rbcS. Y en CO2 ambiente, la abundancia de nitrógeno 
disminuyó dichos transcritos tanto en plantas crecidas a temperaturas ambientales como a 






















































Figura 3. Niveles de ARNm del gen rbcS en la emergencia de la espiga en la hoja bandera de plantas de 
trigo crecido en el campo en cámaras de gradiente de temperatura, bien a nivel de CO2 ambiental (A, 370 
µmol·mol-1) o elevado (E, 700 µmol·mol-1), temperaturas ambientales (I) o 2 ºC superiores (F) y deficiencia 
(L, 15 kg·ha-1) o abundancia (H, 140 kg·ha-1) de nitrógeno correspondientes a la anualidad 2006. 1ª repetición 
(a) y 2ª repetición (b). Se aplicaron idénticas cantidades de ARN (15 µg) en cada una de las celdillas; el 
cargado de muestras fue comprobado por inspección de la señal ARNr (datos no mostrados). La intensidad 
de la señal indica la abundancia de transcritos relativa al total de ARN. 
 
4.3.1.2. Contenido de carbohidratos 
En referencia a los efectos principales, el crecimiento en CO2 elevado incrementó los 
niveles foliares de fructanos, sin afectar al contenido de sacarosa. El crecimiento a 
temperaturas superiores a las ambientales disminuyó la acumulación de sacarosa, y no 
alteró los niveles de fructanos y almidón (Tabla 13a). La abundancia de nitrógeno no 
modificó el contenido de sacarosa y fructanos (Tabla 13a).  
Tabla 13. Cambios en los niveles de glucosa (G), fructosa (F), sacarosa (S), fructanos (Fru) y almidón (A) en 
la hoja bandera del trigo en respuesta al CO2, temperatura y nitrógeno, en la emergencia de la espiga en el 






    C.T   C.N     T.N   
    F I s.e.d. H L s.e.d.   H L s.e.d. 
G A 7.97 14.11 2.038 14.74 7.34 2.038 F 8.67 7.74 1.965 
 E 8.45 8.00   8.96 7.49  I 15.03 7.09   
F A 9.99 18.33 3.116    F 11.94 11.71 3.116 
 E 13.66 13.05      I 21.10 10.28   
A A    0.68 2.56 3.883       
  E    4.07 14.1           
 
Los niveles de glucosa y fructosa mostraron interacciones CO2xT y TxN significativas 
(Tabla 13b). La interacción CO2xT puso de manifiesto que a temperaturas ambientales, el 
  CO2   Temperatura   Nitrógeno   
  A E p s.e.d. I F p s.e.d. L H p s.e.d. 
G 11.04 8.23 ns 1.491 11.06 8.21 0.063 1.389 7.41 11.85 0.008 1.389 
F 14.16 13.35 ns 1.303 15.69 11.82 ns 2.203 10.99 16.52 0.027 2.203 
S 47.14 49.98 ns 4.388 51.84 45.28 0.036 2.784 47.41 49.71 ns 2.784 
Fru 44.2 79.9 0.078 10.62 65.6 58.5 ns 16.53 71.4 52.7 ns 16.53 
A 1.62 9.09 ns 3.216 6.00 4.71 ns 2.176 8.33 2.38 0.018 2.176 
  C.T C.N T.N C.T.N 
G 0.035 0.054 0.027 ns 
F 0.065 ns 0.033 ns 
S ns ns ns ns 
Fru ns ns ns ns 
A ns 0.086 ns ns 
a
b




CO2 elevado disminuyó notablemente el contenido de estas hexosas en la hoja bandera del 
trigo (Tabla 13c). Y a [CO2] ambientales, las temperaturas superiores a las ambientales 
redujeron los niveles foliares de glucosa y fructosa (Tabla 13c). La interacción TxN, por su 
parte, mostró que en plantas crecidas con abundancia de nitrógeno, la temperatura elevada 
redujo sustancialmente el contenido de glucosa y fructosa (Tabla 13c). Y además a 
temperaturas ambientales, la abundancia de nitrógeno aumentó los niveles foliares de las 
citadas hexosas (Tabla 13c). A su vez, la glucosa mostró una interacción significativa 
CO2xN (Tabla 13b), indicativa de que en plantas crecidas en abundancia de nitrógeno, el 
CO2 elevado disminuyó su contenido foliar (Tabla 13c); y en condiciones ambientales de 
CO2, los niveles de glucosa se duplicaron en plantas crecidas con nitrógeno abundante 









Gráfico 13. Concentración de glucosa (G), fructosa (F), almidón (A), sacarosa (S) y fructanos (Fru) en la 
hoja bandera del trigo en respuesta a las combinaciones de la concentración atmosférica de CO2 (ambiente, 
A, 370 µmol·mol-1; elevado, E, 700 µmol·mol-1), la temperatura del aire (ambiente, I; 2 ºC superior a la 
ambiente, F) y la aplicación de nitrógeno (deficiente,  L, 15 kg·ha-1; abundante, H, 140 kg·ha-1). Medidas 
realizadas en la emergencia de la espiga, en el año 2006. Las barras verticales representan el error estándar de 
la diferencia para la combinación de los tres tratamientos (CO2xTxN). 
 
Por último, la interacción del CO2 de crecimiento con el aporte de nitrógeno al cultivo, 
CO2xN, también alcanzó significación estadística para el contenido de almidón (Tabla 
13b), mostrando que en plantas deficientes en nitrógeno, el CO2 elevado aumentó en más 
de cuatro veces su contenido foliar (Tabla 13c); y en condiciones de CO2 elevado, la 
abundancia de nitrógeno redujo hasta tres veces los niveles de almidón (Tabla 13c). 
4.3.1.3. Contenido de hexosas fosfato, UDP-glucosa y razón G6P/F6P 
El CO2 y la temperatura de crecimiento no modificaron significativamente los niveles 
de hexosas fosfato -G6P, G1P y F6P-, UDP-glucosa y la razón G6P/F6P (Tabla 14a); sin 
embargo, la abundancia de nitrógeno disminuyó significativamente los niveles de las 



































(Tabla 14a). Las interacciones entre los factores experimentales no alcanzaron 
significación estadística (Tabla 14b). 
Tabla 14. Cambios en los niveles de hexosas fosfato (G6P, G1P, F6P), UDP-glucosa y la razón G6P/F6P en 
la hoja bandera del trigo en respuesta al CO2, temperatura y nitrógeno, en la emergencia de la espiga en el 
año 2006. Datos expresados en nmoles·g PF-1.  
14.a. 
  CO2     Temperatura     Nitrógeno     
  A E p s.e.d. I F p s.e.d. L H p s.e.d. 
G6P 81.7 87.2 ns 6.19 79.8 89.1 ns 6.54 92.7 76.2 0.027 6.54 
G1P 11.99 12.20 ns 0.81 11.66 12.53 ns 0.833 13.83 10.37 0.001 0.833 
F6P 95.2 103.4 ns 7.64 97.8 100.8 ns 6.54 113.7 84.9 <0.001 6.54 
UDP-Glucosa 65.3 71.3 ns 18.28 75.5 61.1 ns 10.58 73.0 63.6 ns 10.58 
G6P/F6P 0.878 0.867 ns 0.019 0.845 0.900 ns 0.042 0.822 0.923 0.032 0.042 
14.b. 
  C.T C.N T.N C.T.N 
G6P ns ns ns ns 
G1P ns ns ns ns 
F6P ns ns ns ns 
UDP-Glucosa ns ns ns ns 
























Gráfico 14. Concentración de hexosas fosfato (G6P, G1P, F6P), UDP-glucosa y la razón G6P/F6P en la hoja 
bandera del trigo en respuesta a las combinaciones de la concentración atmosférica de CO2 (ambiente, A, 370 
µmol·mol-1; elevado, E, 700 µmol·mol-1), la temperatura del aire (ambiente, I; 2 ºC superior a la ambiente, F) 
y la aplicación de nitrógeno (deficiente,  L, 15 kg·ha-1; abundante, H, 140 kg·ha-1). Medidas realizadas en la 
emergencia de la espiga, en el año 2006. Las barras verticales representan el error estándar de la diferencia 
para la combinación de los tres tratamientos (CO2xTxN). 
 
4.3.1.5. Contenido de otros intermediarios fosforilados y ácidos orgánicos 
Los niveles foliares de ATP no fueron modificados con el CO2 de crecimiento, la 
















































CO2 elevado disminuyó el contenido foliar de 3PGA; la temperatura elevada aumentó los 
niveles de malato; y la abundancia de nitrógeno redujo el contenido foliar de 2-OG (Tabla 
15a). Ninguno de los metabolitos analizados -3PGA, ATP, 2-OG y malato- mostraron 
interacciones significativas entre los factores experimentales (Tabla 15b). 
Tabla 15. Cambios en los niveles de los intermediarios fosforilados (3PGA y ATP) y ácidos orgánicos (2-
OG y malato) en la hoja bandera del trigo en respuesta al CO2, temperatura y nitrógeno, en la emergencia de 
la espiga en el año 2006. Datos de 3PGA expresados en µmoles·g PF-1·10-1, de ATP y 2-OG en nmoles·g PF-1 
y de malato en µmoles·g PF-1.  
15.a. 
  CO2     Temperatura     Nitrógeno     
  A E p s.e.d. I F p s.e.d. L H p s.e.d. 
3PGA 9.47 8.60 0.073 0.248 9.21 8.86 ns 0.724 9.21 8.95 ns 0.724 
ATP 41.2 42.4 ns 17.71 47.4 36.2 ns 9.11 45.9 37.7 ns 9.11 
2-OG 68.6 55.2 ns 5.55 61.7 62.1 ns 4.23 67.1 56.8 0.031 4.23 
Malato 18.36 14.20 ns 4.627 14.32 18.16 0.056 1.811 15.47 17.01 ns 1.811 
15.b. 
  C.T C.N T.N C.T.N 
3PGA ns ns ns ns 
ATP ns ns ns ns 
2-OG ns ns ns ns 







Gráfico 15. Concentración de los intermediarios fosforilados (3PGA y ATP) y ácidos orgánicos (2-OG y 
malato) en las combinaciones de la concentración atmosférica de CO2 (ambiente, A, 370 µmol·mol
-1; 
elevado, E, 700 µmol·mol-1), la temperatura del aire (ambiente, I; 2 ºC superior a la ambiente, F) y la 
aplicación de nitrógeno (deficiente,  L, 15 kg·ha-1; abundante, H, 140 kg·ha-1). Medidas realizadas en la 
emergencia de la espiga, en el año 2006. Las barras verticales representan el error estándar de la diferencia 
para la combinación de los tres tratamientos (CO2xTxN). 
 
4.3.1.5. Actividad nitrato reductasa 
La actividad nitrato reductasa no varió con el efecto del nitrógeno (Tabla 16a), sin 
embargo, la interacción CO2xT alcanzó significación estadística para dicha actividad 
(Tabla 16b). Ésta interacción puso de manifiesto que el CO2 elevado aumentó la actividad 
NR en condiciones de temperaturas ambientales (Tabla 16c); y en plantas crecidas en CO2 
elevado, el incremento de la temperatura la disminuyó (Tabla 16c). Las interacciones 
CO2xT y TxN sobre el estado de activación de la NR alcanzaron significación estadística 





















































elevadas de crecimiento, el CO2 elevado disminuyó el estado de activación del enzima 
(Tabla 16c); y en plantas crecidas en CO2 elevado, la elevación de la temperatura también 
lo disminuyó. Por último, la interacción TxN mostró que en plantas crecidas a 
temperaturas ambientales, la abundancia de nitrógeno disminuyó el estado de activación de 
la NR (Tabla 16c); y en plantas deficientes en nitrógeno, la temperatura elevada redujo el 
estado de activación del enzima (Tabla 16c).     
Tabla 16. Variaciones en la actividad nitrato reductasa máxima (NR) y su estado de activación (Activación) 
en la hoja bandera del trigo en respuesta al CO2, temperatura y nitrógeno, en la emergencia de la espiga, en el 
año 2006. Datos de la actividad NR expresados en µmol NO-2·g·PF-1·h-1 y del estado de activación en %. 
16.a. 
  CO2     Temperatura     Nitrógeno     
  A E p s.e.d. I F p s.e.d. L H p s.e.d. 
NR 4.94 5.92 ns 0.532 5.72 5.13 ns 0.478 5.09 5.76 ns 0.478 
Activación 72.7 67.8 ns 3.83 72.3 68.2 ns 3.65 74.8 65.7 0.029 3.65 
16.b.                                                              16.c.  
    C.T   T.N   
    A E s.e.d. H L s.e.d. 
NR F 5.13 5.13 0.715    
  I 4.74 6.70      
Activación F 75.9 60.5 5.29 67.4 69.0 5.16 








Gráfico 16. Actividad y estado de activación de la nitrato reductasa en la hoja bandera del trigo en respuesta 
a las combinaciones de la concentración atmosférica de CO2 (ambiente, A, 370 µmol·mol
-1; elevado, E, 700 
µmol·mol-1), la temperatura del aire (ambiente, I; 2 ºC superior a la ambiente, F) y la aplicación de nitrógeno 
(deficiente,  L, 15 kg·ha-1; abundante, H, 140 kg·ha-1). Medidas realizadas en la emergencia de la espiga, en el 
año 2006. Las barras verticales representan el error estándar de la diferencia para la combinación de los tres 
tratamientos (CO2xTxN). 
 
4.3.1.6. Contenido de aminoácidos 
En referencia a los efectos principales se observó que el crecimiento en CO2 elevado 
disminuyó los niveles foliares de los aminoácidos mayoritarios (Tabla 17a). La 
temperatura elevada no modificó el contenido de aminoácidos totales, mayoritarios y 
aromáticos (Tabla 17a). Y la abundancia en nitrógeno incrementó los aminoácidos 
mayoritarios (Tabla 17a).  
  C.T C.N T.N C.T.N 
NR 0.063 ns ns ns 








































Los aminoácidos totales y aromáticos mostraron la interacción CO2xN significativa 
(Tabla 17b), indicativa de que en plantas con nitrógeno abundante, el CO2 elevado 
disminuyó únicamente el contenido foliar de aminoácidos totales (Tabla 17c). En 
condiciones ambientales de CO2, la abundancia de nitrógeno aumentó los niveles de 
aminoácidos aromáticos (Tabla 17c); incremento que también tuvo lugar en los 
aminoácidos totales, tanto a concentraciones ambientales como elevadas de CO2, si bien 
este aumento fue más marcado en condiciones ambientales de CO2 (Tabla 17c).  
Tabla 17. Cambios en los niveles de aminoácidos mayoritarios considerados individualmente, aminoácidos 
totales, mayoritarios, minoritarios y aromáticos, en la hoja bandera del trigo en respuesta al CO2, temperatura 
y nitrógeno, en la emergencia de la espiga en el año 2006. Datos expresados en µmoles·g PF-1.  
17.a. 
  CO2     Temperatura     Nitrógeno     
  A E p s.e.d. I F p s.e.d. L H p s.e.d. 
Gly 1.506 0.858 0.010 0.065 1.304 1.060 0.033 0.102 1.048 1.317 0.021 0.102 
Ser 3.93 3.13 0.009 0.078 3.51 3.55 ns 0.323 2.78 4.28 <0.001 0.323 
Gln 4.30 3.44 0.084 0.269 3.94 3.79 ns 0.453 2.94 4.80 0.001 0.453 
Glu 7.56 6.40 ns 0.608 7.33 6.63 0.041 0.302 6.64 7.32 0.044 0.302 
Asn 0.278 0.320 ns 0.025 0.310 0.288 ns 0.052 0.244 0.354 0.054 0.052 
Asp 3.109 3.043 ns 0.112 3.096 3.056 ns 0.164 2.745 3.407 0.002 0.164 
Ala 1.025 1.415 ns 0.189 1.25 1.19 ns 0.082 1.056 1.384 0.002 0.082 
Mayor. 21.71 18.61 0.031 0.562 20.74 19.57 ns 1.153 17.45 22.86 <0.001 1.153 
Minor. 5.53 3.09 ns 1.041 4.62 4.00 ns 0.565 2.64 5.98 <0.001 0.565 
Arom. 0.591 0.373 ns 0.185 0.504 0.461 ns 0.075 0.339 0.625 0.003 0.075 
Totales  27.23 21.70 0.065 1.488 25.37 23.57 ns 1.597 20.09 28.84 <0.001 1.597 
Gly/Ser  0.437 0.340 0.034 0.018 0.413 0.363 ns 0.046 0.448 0.328 0.023 0.046 
Gln/Glu  0.565 0.539 ns 0.087 0.549 0.555 ns 0.070 0.436 0.668 0.006 0.070 
Asn/Asp 0.086 0.103 ns 0.010 0.098 0.091 ns 0.015 0.084 0.105 ns 0.015 
17.b.                                                       17.c. 
    C.N   
    H L s.e.d. 
Minor. A 8.26 2.79 1.185 
 E 3.69 2.49  
Arom. A 0.840 0.342 0.1995 
 E 0.410 0.336  
Totales  A 33.38 21.09 2.258 
  E 24.30 19.09   
17.d. 
C.T.N 
    F I   
    H L H L s.e.d. 
Minor. A 6.94 3.28 9.59 2.29 1.429 
  E 3.68 2.09 3.71 2.90   
 
 
En cuanto a los aminoácidos minoritarios, la interacción triple CO2xTxN alcanzó 
significación estadística (Tabla 17b), cuyos resultados indicaron que a ambas temperaturas 
de crecimiento y abundancia de nitrógeno, el CO2 elevado redujo los niveles de 
aminoácidos minoritarios (Tabla 17d). La temperatura elevada disminuyó el contenido de 
dichos aminoácidos en plantas crecidas en [CO2] ambientales y abundancia de nitrógeno 
(Tabla 17d). Y además, en plantas crecidas en CO2 ambiente, tanto a temperaturas 
  C.T C.N T.N C.T.N 
Gly  ns ns ns ns 
Ser  ns ns ns ns 
Gln  ns ns ns ns 
Glu ns ns ns ns 
Asn ns ns ns ns 
Asp ns ns ns ns 
Ala ns ns ns ns 
Mayor. ns ns ns ns 
Minor. ns 0.003 ns 0.074 
Arom. ns 0.016 ns ns 
Totales  ns 0.047 ns ns 
Gly/Ser  ns ns ns ns 
Gln/Glu  ns ns ns ns 
Asn/Asp ns ns ns ns 
Resultados 
 122 
ambientales como elevadas, la abundancia de nitrógeno incrementó los niveles de 
aminoácidos minoritarios, siendo éste incremento más acusado a temperaturas de 




















Gráfico 17a. Concentración de los aminoácidos mayoritarios, totales, minoritarios y aromáticos en la hoja 
bandera del trigo en respuesta a las combinaciones de la concentración atmosférica de CO2 (ambiente, A, 370 
µmol·mol-1; elevado, E, 700 µmol·mol-1), la temperatura del aire (ambiente, I; 2 ºC superior a la ambiente, F) 
y la aplicación de nitrógeno (deficiente,  L, 15 kg·ha-1; abundante, H, 140 kg·ha-1). Medidas realizadas en la 
emergencia de la espiga, en el año 2006. Las barras verticales representan el error estándar de la diferencia 
para la combinación de los tres tratamientos (CO2xTxN). 
 
El análisis de la varianza de los aminoácidos mayoritarios considerados individualmente 
y las razones analizadas mostró en los efectos principales del CO2, temperatura y nitrógeno 
significación estadística, pero no en las interacciones entre los factores experimentales 
(Tabla 17a,b). El CO2 elevado disminuyó significativamente los niveles de Gln y de los 
aminoácidos fotorrespiratorios, Ser y Gly, además de la razón Gly/Ser (Tabla 17a). Las 
temperaturas superiores a las ambientales redujeron el contenido foliar de Glu y Gly (Tabla 
17a). Y la abundancia de nitrógeno condujo a un aumento generalizado de todos y cada 
uno de los aminoácidos mayoritarios, Asp, Asn, Glu, Gln, Ser, Gly y Ala, y de la razón 
Gln/Glu y a un descenso de la razón Gly/Ser (Tabla 17a). Ninguno de los factores 
experimentales, CO2, temperatura y nitrógeno, modificó significativamente la  razón 












































































Gráfico 17b. Concentración de los aminoácidos mayoritarios considerados individualmente (Gln, Glu, Asp, 
Asn, Ala, Ser y Gly) y las razones Gly/Ser, Gln/Glu y Asn/Asp en la hoja bandera del trigo en respuesta a las 
combinaciones de la concentración atmosférica de CO2 (ambiente, A, 370 µmol·mol
-1; elevado, E, 700 
µmol·mol-1), la temperatura del aire (ambiente, I; 2 ºC superior a la ambiente, F) y la aplicación de nitrógeno 
(deficiente,  L, 15 kg·ha-1; abundante, H, 140 kg·ha-1). Medidas realizadas en la emergencia de la espiga, en el 
año 2006. Las barras verticales representan el error estándar de la diferencia para la combinación de los tres 
tratamientos (CO2xTxN). 
 
4.3.1.7. Contenido de nitrato, clorofila y proteínas 
(i) Contenido de nitrato. La interacción triple CO2xTxN alcanzó significación 
estadística (Tabla 18b), indicativa de que a temperaturas ambientales, el CO2 elevado 
disminuyó los niveles de nitrato en plantas crecidas tanto en abundancia como deficiencia 
en nitrógeno (Tabla 18d). Por otra parte, las temperaturas elevadas redujeron en casi el 
doble el contenido foliar de nitrato en condiciones ambientales de CO2 y abundancia de 
nitrógeno; además, las temperaturas superiores a las ambientales también redujeron los 
niveles de nitrato en plantas crecidas en deficiencia en nitrógeno, tanto a [CO2] 
ambientales como elevadas (Tabla 18d). Finalmente, en plantas crecidas en CO2 ambiente, 
la abundancia de nitrógeno redujo el contenido de nitrato, tanto a temperaturas ambientales 
como elevadas; y en condiciones de CO2 elevado, la abundancia de nitrógeno también 
disminuyó los niveles de nitrato, pero únicamente a temperaturas ambientales (Tabla 18d). 
(ii) Contenido de clorofila. La abundancia de nitrógeno aumentó los niveles foliares de 
clorofila comparada con la deficiencia en dicho nutriente (Tabla 18a). El CO2 mostró una 
interacción con la temperatura, CO2xT (Tabla 18b), poniendo de manifiesto que el CO2 
elevado redujo el contenido foliar de clorofila en plantas crecidas a temperaturas superiores 





















































clorofila en plantas crecidas en CO2 ambiente y los disminuyó en aquellas crecidas en CO2 
elevado (Tabla 18c). 
Tabla 18. Cambios en los niveles de nitrato, clorofila y proteínas totales en la hoja bandera del trigo en 
respuesta al CO2, temperatura y nitrógeno, en la emergencia de la espiga en el año 2006. Datos de nitrato 
expresados en µmoles·g PF-1, de clorofila en  mg·g PF-1 y de proteínas totales en mg·g PF-1. 
18.a. 
  CO2     Temperatura     Nitrógeno     
  A E p s.e.d. I F p s.e.d. L H p s.e.d. 
Nitrato 15.66 11.07 ns 2.081 15.57 11.15 <0.001 0.71 16.14 10.58 <0.001 0.71 
Clorofila  2.786 2.602 0.012 0.021 2.686 2.702 ns 0.121 2.44 2.948 0.001 0.121 
Proteínas 49.27 39.96 0.082 2.849 45.16 44.08 ns 1.905 39.60 49.64 <0.001 1.905 
18.b.                                                            18.c. 
    C.T   C.N   
    F I s.e.d. H L s.e.d. 
Nitrato A 12.38 18.94 2.199    
 E 9.92 12.21      
Clorofila  A 2.969 2.603 0.1707    
 E 2.435 2.769      
Proteínas A     56.18 42.36 3.427 
  E       43.09 36.84   
18.d. 
C.T.N 
    F I   
    H L H L s.e.d. 
Nitrato A 8.31 16.44 16.38 21.49 2.417 
  E 8.87 10.97 8.76 15.66   
 
(iii) Contenido de proteínas totales. La interacción CO2xN alcanzó significación para el 
contenido proteico (Tabla 18b), mostrando que en plantas con nitrógeno abundante, el CO2 
elevado redujo los niveles de proteínas foliares (Tabla 18c); y en plantas crecidas tanto a 
[CO2] ambientales como elevadas, la abundancia de nitrógeno incrementó el contenido de 







Gráfico 18. Concentración de nitrato, clorofila y proteínas totales en la hoja bandera del trigo en respuesta a 
las combinaciones de la concentración atmosférica de CO2 (ambiente, A, 370 µmol·mol
-1; elevado, E, 700 
µmol·mol-1), la temperatura del aire (ambiente, I; 2 ºC superior a la ambiente, F) y la aplicación de nitrógeno 
(deficiente,  L, 15 kg·ha-1; abundante, H, 140 kg·ha-1). Medidas realizadas en la emergencia de la espiga, en el 




  C.T C.N T.N C.T.N 
Nitrato 0.011 ns ns 0.018 
Clorofila  0.013 ns ns ns 



















































4.3.2. Estudio de la hoja bandera del trigo días después de la antesis 
4.3.2.1. Niveles de transcritos de la subunidad pequeña de la Rubisco (rbcS) 
Los cambios en los niveles de transcritos del gen que codifica la subunidad pequeña de 
la Rubisco en respuesta a los factores experimentales, CO2, temperatura y nitrógeno, 15 
días después de la antesis muestran que en plantas crecidas a temperaturas ambientales y 
abundancia de nitrógeno, el CO2 elevado aumentó la expresión del enzima (Figura 4). Este 
efecto del CO2 elevado incrementando los transcritos de rbcS también se observó en 
plantas crecidas a temperaturas elevadas y deficiencia en nitrógeno (Figura 4). En plantas 
crecidas en CO2 y temperaturas ambientales, así como en aquellas crecidas en CO2 y 
temperatura elevados, la abundancia de nitrógeno disminuyó los niveles de transcritos de la 






Figura 4. Niveles de ARNm del gen rbcS 15 días después de la antesis en la hoja bandera de plantas de trigo 
crecido en el campo en cámaras de gradiente de temperatura, bien a nivel de CO2 ambiental (A, 370 
µmol·mol-1) o elevado (E, 700 µmol·mol-1), temperaturas ambientales (I) o 2 ºC superiores (F) y deficiencia 
(L, 15 kg·ha-1) o abundancia (H, 140 kg·ha-1) de nitrógeno correspondientes a la anualidad 2006. 1ª repetición 
(a) y 2ª repetición (b). Se aplicaron idénticas cantidades de ARN (15 µg) en cada una de las celdillas; el 
cargado de muestras fue comprobado por inspección de la señal ARNr (datos no mostrados). La intensidad 
de la señal indica la abundancia de transcritos relativa al total de ARN. 
 
4.3.2.2. Contenido de carbohidratos 
Los niveles de fructosa, sacarosa y fructanos no variaron en respuesta al CO2, 
temperatura o nitrógeno (Tabla 19a,b). El CO2 elevado incrementó los niveles foliares de 
almidón, pero no fueron modificados por la temperatura de crecimiento (Tabla 19a). La 
disponibilidad de nitrógeno no alteró el contenido foliar de ninguno de los carbohidratos 
analizados (Tabla 19a,b). El contenido de glucosa mostró una interacción significativa del 
CO2 de crecimiento con la temperatura, CO2xT (Tabla 19b), que evidenció que a 
temperaturas superiores a las ambientales, el CO2 elevado aumentó el contenido foliar de 
éste carbohidrato (Tabla 19c). Y en plantas crecidas en condiciones de CO2 elevado, los 
niveles de glucosa fueron mayores a temperaturas elevadas que a temperaturas ambientales 
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Tabla 19. Cambios en los niveles de glucosa (G), fructosa (F), sacarosa (S), fructanos (Fru) y almidón (A) en 
la hoja bandera del trigo en respuesta al CO2, temperatura y nitrógeno, 15 días después de la antesis en el año 
2006. Datos expresados en µmoles·g PF-1.  
19.a. 
  CO2     Temperatura     Nitrógeno     
  A E p s.e.d. I F p s.e.d. L H p s.e.d. 
G 14.54 17.49 ns 1.567 13.88 18.15 0.044 1.891 14.49 17.53 ns 1.891 
F 23.33 19.65 ns 3.689 19.65 23.33 ns 3.845 19.16 23.82 ns 3.845 
S 68.42 54.63 ns 4.705 63.90 59.15 ns 3.977 60.00 63.06 ns 3.977 
Fru 52.2 53.7 ns 8.76 62.9 43.0 ns 13.32 54.5 51.5 ns 13.32 
A 1.371 2.257 0.038 1.787 1.978 1.650 ns 0.339 1.950 1.678 ns 0.339 
19.b.                                               19.c. 
    C.T   
    F I s.e.d. 
G A 14.89 14.18 2.674 















Gráfico 19. Concentración de glucosa (G), fructosa (F), almidón (A), sacarosa (S) y fructanos (Fru) en la 
hoja bandera del trigo en respuesta a las combinaciones de la concentración atmosférica de CO2 (ambiente, 
A, 370 µmol·mol-1; elevado, E, 700 µmol·mol-1), la temperatura del aire (ambiente, I; 2 ºC superior a la 
ambiente, F) y la aplicación de nitrógeno (deficiente,  L, 15 kg·ha-1; abundante, H, 140 kg·ha-1). Medidas 
realizadas 15 días después de la antesis, en el año 2006. Las barras verticales representan el error estándar de 
la diferencia para la combinación de los tres tratamientos (CO2xTxN). 
 
4.3.2.3. Contenido de hexosas fosfato, UDP-glucosa y razón G6P/F6P 
Ninguno de los factores experimentales, CO2, temperatura y nitrógeno, modificaron 
significativamente los niveles de UDP-Glucosa (Tabla 20a,b). El CO2 elevado aumentó la 
razón G6P/F6P (Tabla 20a). El crecimiento a temperaturas superiores a las ambientales 
disminuyó los niveles de F6P (Tabla 20a). Y la abundancia de nitrógeno redujo el 
contenido foliar de G6P y F6P (Tabla 20a).  
  C.T C.N T.N C.T.N 
G 0.085 ns ns ns 
F ns ns ns ns 
S ns ns ns ns 
Fru ns ns ns ns 
























































Tabla 20. Cambios en los niveles de hexosas fosfato (G6P, G1P, F6P), UDP-glucosa y la razón G6P/F6P en 
la hoja bandera del trigo en respuesta al CO2, temperatura y nitrógeno, 15 días después de la antesis en el año 
2006. Datos expresados en nmoles·g PF-1.  
20.a. 
  CO2     Temperatura     Nitrógeno     
  A E p s.e.d. I F p s.e.d. L H p s.e.d. 
G6P 55.3 59.5 ns 2.3 59.8 55.0 ns 4.1 68.2 46.6 <0.001 4.1 
G1P 9.41 7.40 ns 1.527 8.41 8.41 ns 0.704 10.79 6.06 <0.001 0.704 
F6P 138.6 109.9 ns 10.45 133.6 114.9 0.064 9.13 140.8 107.6 0.003 9.13 
UDP-Glucosa 46.3 42.7 ns 5.23 43.7 45.2 ns 7.25 49.0 39.9 ns 7.25 
G6P/F6P 0.410 0.553 0.033 0.027 0.469 0.495 ns 0.031 0.506 0.458 ns 0.031 
20.b.                                                                     20.c. 
    C.N   
    H L s.e.d. 
G1P A 6.40 12.43 1.682 
  E 5.71 9.03   
 
 
En cuanto a los niveles de G1P, la interacción CO2xN alcanzó significación estadística 
(Tabla 20b), aspecto que puso de manifiesto que la abundancia en nitrógeno disminuyó los 














Gráfico 20. Concentración de hexosas fosfato (G6P, G1P, F6P), UDP-glucosa y la razón G6P/F6P en la hoja 
bandera del trigo en respuesta a las combinaciones de la concentración atmosférica de CO2 (ambiente, A, 370 
µmol·mol-1; elevado, E, 700 µmol·mol-1), la temperatura del aire (ambiente, I; 2 ºC superior a la ambiente, F) 
y la aplicación de nitrógeno (deficiente,  L, 15 kg·ha-1; abundante, H, 140 kg·ha-1). Medidas realizadas 15 
días después de la antesis, en el año 2006. Las barras verticales representan el error estándar de la diferencia 
para la combinación de los tres tratamientos (CO2xTxN). 
 
 
  C.T C.N T.N C.T.N 
G6P ns ns ns ns 
G1P ns 0.083 ns ns 
F6P ns ns ns ns 
UDP-Glucosa ns ns ns ns 































































4.3.2.4. Contenido de otros intermediarios fosforilados y ácidos orgánicos 
Los niveles foliares de malato no variaron en respuesta al CO2, temperatura o nitrógeno 
(Tabla 21a,b). Sin embargo, el CO2 elevado redujo significativamente los niveles de ATP y 
2-OG (Tabla 21a). El crecimiento a temperaturas superiores a las ambientales disminuyó el 
contenido foliar de 3PGA (Tabla 21a). Y en plantas crecidas con nitrógeno abundante los 
niveles de 2-OG fueron mayores que en aquellas crecidas con deficiencia en dicho 
nutriente (Tabla 21a). Las interacciones entre los factores experimentales no mostraron 
significación estadística en ninguno de los metabolitos analizados (Tabla 21b). 
Tabla 21. Cambios en los niveles de los intermediarios fosforilados (3PGA y ATP) y ácidos orgánicos (2-
OG y malato) en la hoja bandera del trigo en respuesta al CO2, temperatura y nitrógeno, 15 días después de la 
antesis en el año 2006. Datos de 3PGA expresados en µmoles·g PF-1·10-1, de ATP y 2-OG en nmoles·g PF-1 y 
de malato en µmoles·g PF-1.  
21.a. 
  CO2     Temperatura     Nitrógeno     
  A E p s.e.d. I F p s.e.d. L H p s.e.d. 
3PGA 8.11 7.40 ns 0.704 8.94 6.58 0.012 0.803 8.20 7.31 ns 0.803 
ATP 33.7 29.2 0.05 1.06 30.1 32.8 ns 6.97 35.0 27.9 ns 6.97 
2-OG 67.3 53.1 0.049 3.26 59.9 60.5 ns 2.69 55.9 64.6 0.007 2.69 
Malato 25.1 21.7 ns 3.04 23.8 23.0 ns 2.85 22.4 24.5 ns 2.85 
21.b. 
  C.T C.N T.N C.T.N 
3PGA ns ns ns ns 
ATP ns ns ns ns 
2-OG ns ns ns ns 







Gráfico 21. Concentración de los intermediarios fosforilados (3PGA y ATP) y ácidos orgánicos (2-OG y 
malato) en la hoja bandera del trigo en respuesta a las combinaciones de la concentración atmosférica de CO2 
(ambiente, A, 370 µmol·mol-1; elevado, E, 700 µmol·mol-1), la temperatura del aire (ambiente, I; 2 ºC 
superior a la ambiente, F) y la aplicación de nitrógeno (deficiente,  L, 15 kg·ha-1; abundante, H, 140 kg·ha-1). 
Medidas realizadas 15 días después de la antesis, en el año 2006. Las barras verticales representan el error 
estándar de la diferencia para la combinación de los tres tratamientos (CO2xTxN). 
 
4.3.2.5. Actividad nitrato reductasa 
Los cambios en la actividad nitrato reductasa con el CO2 de crecimiento observados en 
























































cultivos de trigo (Tabla 22a). El crecimiento a temperaturas superiores a las ambientales 
aumentó el estado de activación del enzima. La actividad NR mostró una interacción 
significativa de la temperatura de crecimiento con el nitrógeno, TxN (Tabla 22b), que puso 
de manifiesto que en plantas deficientes en nitrógeno, el crecimiento a temperaturas 
elevadas redujo la actividad NR (Tabla 22c). Y en plantas crecidas a temperaturas 
ambientales, la abundancia de nitrógeno disminuyó dicha actividad (Tabla 22c).  
Tabla 22. Variaciones en la actividad nitrato reductasa máxima (NR) y su estado de activación (Activación) 
en la hoja bandera del trigo en respuesta al CO2, temperatura y nitrógeno, 15 días después de la antesis en el 




22.b.                                                           22.c. 
    T.N   
    H L s.e.d. 
NR F 2.10 1.75 0.418 







Gráfico 22. Actividad y estado de activación de la nitrato reductasa en la hoja bandera del trigo en respuesta 
a las combinaciones de la concentración atmosférica de CO2 (ambiente, A, 370 µmol·mol
-1; elevado, E, 700 
µmol·mol-1), la temperatura del aire (ambiente, I; 2 ºC superior a la ambiente, F) y la aplicación de nitrógeno 
(deficiente,  L, 15 kg·ha-1; abundante, H, 140 kg·ha-1). Medidas realizadas 15 días después de la antesis, en el 
año 2006. Las barras verticales representan el error estándar de la diferencia para la combinación de los tres 
tratamientos (CO2xTxN). 
 
4.3.2.6. Contenido de aminoácidos 
El CO2 elevado condujo a un descenso del contenido foliar de aminoácidos mayoritarios 
15 dda (Tabla 23a). El crecimiento a temperaturas elevadas disminuyó los niveles de 
aminoácidos mayoritarios y totales (Tabla 23a). Y la abundancia de nitrógeno condujo a un 
aumento del contenido de aminoácidos mayoritarios en comparación con plantas 
deficientes en dicho nutriente (Tabla 23a).  Los aminoácidos totales mostraron una 
interacción significativa CO2xN (Tabla 23b), indicativa de que en plantas crecidas con 
nitrógeno abundante, el CO2 elevado redujo los niveles de aminoácidos totales (Tabla 23c); 
  CO2     Temperatura     Nitrógeno     
  A E p s.e.d. I F p s.e.d. L H p s.e.d. 
NR 2.19 2.87 ns 0.287 3.14 1.92 0.001 0.295 2.66 2.40 ns 0.295 
Activación 121 105 ns 17 90 137 0.002 12.3 122 105 ns 12.3 
  C.T C.N T.N C.T.N 
NR ns ns 0.058 ns 







































y en plantas crecidas en CO2 ambiente, la abundancia de nitrógeno aumentó 
significativamente el contenido foliar de dichos aminoácidos (Tabla 23c).  
Tabla 23. Cambios en los niveles de aminoácidos mayoritarios considerados individualmente, aminoácidos 
totales, mayoritarios, minoritarios y aromáticos, en la hoja bandera del trigo en respuesta al CO2, temperatura 
y nitrógeno, 15 días después de la antesis en el año 2006. Datos expresados en µmoles·g PF-1.  
23.a.  
  CO2     Temperatura     Nitrógeno     
  A E p s.e.d. I F p s.e.d. L H p s.e.d. 
Gly 1.733 0.787 0.065 0.254 1.386 1.134 0.003 0.069 1.177 1.343 0.033 0.069 
Ser 3.018 2.708 ns 0.146 3.175 2.552 0.029 0.251 2.675 3.052 ns 0.251 
Gln 3.736 2.713 0.021 0.150 3.590 2.859 0.026 0.289 3.021 3.428 ns 0.289 
Glu 8.70 7.11 0.059 0.406 8.09 7.72 ns 0.378 7.38 8.42 0.018 0.378 
Asn 0.230 0.254 ns 0.024 0.262 0.223 ns 0.037 0.258 0.227 ns 0.037 
Asp 2.652 2.486 ns 0.226 2.687 2.451 ns 0.164 2.431 2.706 ns 0.164 
Ala 0.770 0.883 ns 0.156 0.968 0.685 0.004 0.079 0.854 0.799 ns 0.079 
Mayor. 20.83 16.94 0.027 0.656 20.15 17.62 0.023 0.975 17.80 19.97 0.045 0.975 
Minor. 8.45 6.09 ns 0.955 8.33 6.20 0.084 1.132 6.19 8.35 0.08 1.132 
Arom. 1.473 0.826 0.012 0.071 1.227 1.071 ns 0.170 0.828 1.471 0.003 0.170 
Totales  29.28 23.03 0.03 1.108 28.49 23.82 0.024 1.801 23.98 28.32 0.033 1.801 
Gly/Ser  0.628 0.341 ns 0.115 0.478 0.491 ns 0.502 0.524 0.445 ns 0.502 
Gln/Glu  0.430 0.527 ns 0.069 0.587 0.370 0.056 0.103 0.551 0.406 ns 0.103 
Asn/Asp 0.088 0.101 0.074 0.004 0.098 0.090 ns 0.012 0.103 0.085 ns 0.012 
23.b.                                                         23.c. 
    C.T   C.N   
    F I s.e.d. H L s.e.d. 
Gly A     1.884 1.582 0.263 
 E     0.802 0.772  
Ser A 3.024 3.012 0.354    
 E 2.079 3.338      
Minor. A     11.25 5.64 1.602 
 E     5.45 6.73  
Arom. A     2.048 0.897 0.24 
 E     0.893 0.758  
Totales  A     33.76 24.81 2.547 
  E       22.89 23.16   
Gln/Glu  A 0.423 0.437 0.145 0.461 0.400 0.145 




    F I   
    H L H L s.e.d. 
Glu A 8.88 7.67 9.32 8.91 0.770 
 E 6.91 7.40 8.56 5.56  
Minor. A 10.16 6.65 12.34 4.64 2.265 
 E 4.91 3.09 5.99 10.36  
Arom. A 1.825 1.081 2.272 0.713 0.339 
  E 0.872 0.507 0.915 1.009   
 
En referencia a los aminoácidos minoritarios y aromáticos, la interacción triple 
CO2xTxN alcanzó significación estadística (Tabla 23b), mostrando que en plantas con 
abundancia en nitrógeno, tanto a temperaturas ambientales como elevadas, el crecimiento 
en CO2 elevado disminuyó notablemente los niveles de los aminoácidos minoritarios y 
aromáticos (Tabla 23d). Mientras que en plantas deficientes en nitrógeno, el CO2 elevado 
  C.T C.N T.N C.T.N 
Gly ns 0.073 ns ns 
Ser 0.026 ns ns ns 
Gln ns ns ns ns 
Glu ns ns ns 0.015 
Asn ns ns ns ns 
Asp ns ns ns ns 
Ala ns ns ns ns 
Mayor. ns ns ns ns 
Minor. ns 0.01 ns 0.041 
Arom. ns 0.011 ns 0.085 
Totales  ns 0.025 ns ns 
Gly/Ser  ns ns ns ns 
Gln/Glu  0.071 0.069 ns ns 




redujo el contenido de aminoácidos aromáticos en condiciones de temperaturas elevadas y 
aumentó los minoritarios en condiciones de temperaturas ambientales (Tabla 23d). Las 
temperaturas elevadas disminuyeron el contenido de aminoácidos minoritarios en plantas 
crecidas en CO2 elevado y deficiencia en nitrógeno (Tabla 23d). En condiciones 
ambientales de CO2, la abundancia de nitrógeno incrementó los niveles de los aminoácidos 
aromáticos, a ambas temperaturas de crecimiento; aumentando también los minoritarios en 
plantas crecidas a temperaturas ambientales. Sin embargo, en plantas crecidas en CO2 
elevado y temperaturas ambientales, la abundancia de nitrógeno redujo el contenido foliar 












Gráfico 23a. Concentración de los aminoácidos mayoritarios, totales, minoritarios y aromáticos en la hoja 
bandera del trigo en respuesta a las combinaciones de la concentración atmosférica de CO2 (ambiente, A, 370 
µmol·mol-1; elevado, E, 700 µmol·mol-1), la temperatura del aire (ambiente, I; 2 ºC superior a la ambiente, F) 
y la aplicación de nitrógeno (deficiente,  L, 15 kg·ha-1; abundante, H, 140 kg·ha-1). Medidas realizadas 15 
días después de la antesis, en el año 2006. Las barras verticales representan el error estándar de la diferencia 
para la combinación de los tres tratamientos (CO2xTxN). 
 
En cuanto a los aminoácidos mayoritarios individuales y las razones analizadas, 
ninguno de los factores experimentales, CO2, temperatura y nitrógeno, modificó 
significativamente los niveles de Asp, Asn y la razón Gly/Ser (Tabla 23a,b). El CO2 
elevado disminuyó la acumulación de Gln e incrementó la razón Asn/Asp, pero no 
modificó los niveles foliares de Ala y la razón Gln/Glu (Tabla 23a,b). El crecimiento a 




















































razón Asn/Asp (Tabla 23a,b). Mientras que la adición de más nitrógeno al suelo no alteró 
las concentraciones foliares de Ser, Gln, Ala y la razón Asn/Asp(Tabla 23a,b).  
En referencia a los aminoácidos fotorrespiratorios, el CO2 mostró una interacción 
significativa con la temperatura, CO2xT, para los niveles de Ser y una interacción con el 
nitrógeno, CO2xN, para la Gly (Tabla 23b). La primera de las interacciones, CO2xT, fue 
indicativa de que en plantas crecidas a temperaturas superiores a las ambientales, el CO2 
elevado redujo los niveles de Ser (Tabla 23c); y en plantas crecidas en CO2 elevado, la 
temperatura elevada también disminuyó dichos niveles (Tabla 23c). Mientras que la 
segunda de las interacciones indicadas, CO2xN, puso de manifiesto que en plantas crecidas 
tanto en abundancia como deficiencia en nitrógeno, el CO2 elevado disminuyó 
notablemente el contenido foliar de Gly (Tabla 23c); y en plantas crecidas a niveles 












Gráfico 23b. Concentración de los aminoácidos mayoritarios considerados individualmente (Gln, Glu, Asp, 
Asn, Ala, Ser y Gly) y las razones Gly/Ser, Gln/Glu y Asn/Asp en la hoja bandera del trigo en respuesta a las 
combinaciones de la concentración atmosférica de CO2 (ambiente, A, 370 µmol·mol
-1; elevado, E, 700 
µmol·mol-1), la temperatura del aire (ambiente, I; 2 ºC superior a la ambiente, F) y la aplicación de nitrógeno 
(deficiente,  L, 15 kg·ha-1; abundante, H, 140 kg·ha-1). Medidas realizadas 15 días después de la antesis, en el 
año 2006. Las barras verticales representan el error estándar de la diferencia para la combinación de los tres 
tratamientos (CO2xTxN). 
 
El análisis de la varianza de la razón Gln/Glu mostró significación estadística en las 
interacciones, CO2xT y CO2xN (Tabla 23b). La interacción CO2xT, mostró que en plantas 
crecidas a temperaturas ambientales, el CO2 elevado incrementó la razón Gln/Glu (Tabla 













































































23c). Mientras que la interacción CO2xN, puso de manifiesto que el crecimiento en CO2 
elevado aumentó la razón Gln/Glu en plantas deficientes en nitrógeno (Tabla 23c); y en 
plantas crecidas en CO2 elevado, la abundancia de nitrógeno disminuyó dicha razón (Tabla 
23c). Finalmente, la interacción triple, CO2xTxN, alcanzó la significación estadística para 
los niveles de Glu (Tabla 23b), cuyos resultados indicaron que el CO2 elevado redujo los 
niveles foliares de Glu en plantas crecidas a temperaturas elevadas y abundancia de 
nitrógeno, así como en aquellas crecidas a temperaturas ambientales y deficiencia en 
nitrógeno (Tabla 23d). En [CO2] elevadas, las temperaturas superiores a las ambientales 
incrementaron el contenido de Glu en plantas deficientes en nitrógeno y lo disminuyeron 
en aquellas crecidas con nitrógeno abundante (Tabla 23d). Por último, a temperaturas 
ambientales y CO2 elevado, la acumulación de Glu fue mayor en plantas con abundancia 
de nitrógeno que en aquellas deficientes en dicho nutriente (Tabla 23d). 
4.3.2.7. Contenido de nitrato, clorofila y proteínas 
(i) Contenido de nitrato. El análisis de la varianza de los resultados de nitrato foliar, en 
estadios avanzados del desarrollo del cultivo de trigo, mostró significación estadística para 
las interacciones dobles CO2xT, CO2xN y TxN (Tabla 24b). La interacción CO2xT puso de 
manifiesto que tanto a temperaturas elevadas como a ambientales, el CO2 elevado redujo 
notablemente el contenido foliar de nitrato (Tabla 24c). Y en plantas crecidas en CO2 
elevado, las temperaturas superiores a las ambientales redujeron los niveles de nitrato 
(Tabla 24c). La interacción CO2xN, mostró que en ambos estados nutricionales, 
abundancia y deficiencia en nitrógeno, el crecimiento en CO2 elevado disminuyó 
significativamente el contenido foliar de nitrato (Tabla 24c). Y en plantas crecidas en CO2 
ambiente, la abundancia de nitrógeno aumentó los niveles de nitrato (Tabla 24c). 
Finalmente, la última de las interacciones, TxN, fue indicativa de que la elevación de la 
temperatura redujo notablemente el contenido foliar de nitrato en plantas deficientes en 
nitrógeno y lo aumentó en aquellas crecidas con nitrógeno abundante (Tabla 24c). Además, 
a temperaturas superiores a las ambientales, los niveles de nitrato fueron mayores en 
plantas crecidas con abundancia de nitrógeno que en aquellas deficientes en dicho nutriente 
(Tabla 24c).  
(ii) Contenido de clorofila. La abundancia de nitrógeno aumentó significativamente los 
niveles foliares de clorofila (Tabla 24a). La interacción CO2xT mostró significación 
estadística para el contenido de clorofila (Tabla 24b), cuyos resultados indicaron que en 
Resultados 
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plantas crecidas en CO2 elevado, los niveles de clorofila fueron menores a temperaturas 
elevadas que a temperaturas ambientales (Tabla 24c).  
Tabla 24. Cambios en los niveles de nitrato, clorofila y proteínas totales en la hoja bandera del trigo en 
respuesta al CO2, temperatura y nitrógeno, 15 días después de la antesis en el año 2006. Datos de nitrato 
expresados en µmoles·g PF-1, de clorofila en  mg·g PF-1 y de proteínas totales en mg·g PF-1. 
24.a. 
  CO2     Temperatura     Nitrógeno     
  A E p s.e.d. I F p s.e.d. L H p s.e.d. 
Nitrato 19.38 10.76 0.016 1.109 15.61 14.54 ns 0.836 14.20 15.95 0.058 0.836 
Clorofila  2.961 2.944 ns 0.113 3.087 2.817 0.046 0.121 2.679 3.225 <0.001 0.121 
Proteínas 39.15 37.67 ns 1.042 41.66 35.16 0.001 1.585 35.20 41.63 0.002 1.585 
24.b 
  C.T C.N T.N C.T.N 
Nitrato 0.013 0.009 0.001 ns 
Clorofila  0.066 ns ns ns 
Proteínas ns ns ns 0.075 
24.c 
    C.T   C.N     T.N   
    F I s.e.d. H L s.e.d.   H L s.e.d. 
Nitrato A 20.06 18.70 1.388 21.56 17.21 1.388 F 17.21 11.87 1.182 
 E 9.02 12.51   10.34 11.19  I 14.69 16.52  
Clorofila  A 2.948 2.973 0.171         
  E 2.686 3.201                 
24.d. 
C.T.N 
    F I   
    H L H L s.e.d. 
Proteínas A 40.08 33.92 47.07 35.53 3.171 










Gráfico 24. Concentración de nitrato, clorofila y proteínas totales en la hoja bandera del trigo en respuesta a 
las combinaciones de la concentración atmosférica de CO2 (ambiente, A, 370 µmol·mol
-1; elevado, E, 700 
µmol·mol-1), la temperatura del aire (ambiente, I; 2 ºC superior a la ambiente, F) y la aplicación de nitrógeno 
(deficiente,  L, 15 kg·ha-1; abundante, H, 140 kg·ha-1). Medidas realizadas 15 días después de la antesis, en el 
año 2006. Las barras verticales representan el error estándar de la diferencia para la combinación de los tres 
tratamientos (CO2xTxN). 
 
(iii) Contenido de proteínas totales. La interacción triple CO2xTxN alcanzó 
significación estadística en el análisis de proteínas totales (Tabla 24b), poniendo de 
manifiesto que en plantas crecidas a temperaturas ambientales y deficiencia en nitrógeno, 























































en condiciones de CO2 ambiente y abundancia de nitrógeno como en CO2 elevado y 
deficiencia en nitrógeno, la temperatura elevada disminuyó los niveles de proteínas foliares 
(Tabla 24d). La abundancia de nitrógeno aumentó el contenido de proteínas en plantas 
crecidas en CO2 ambiente, a ambas temperaturas de crecimiento, incremento que también 







































































































5. 1.  Introducción 
Las concentraciones atmosféricas de CO2 se mantuvieron estables, en torno a los 270 
µmol·mol
-1
, durante al menos los 1000 años anteriores al comienzo de la Revolución 
Industrial; incrementándose con posterioridad de forma notable (Leakey et al., 2009). En la 
actualidad, la [CO2] estimada es de 388 µmol·mol
-1
, un 40% superior a la encontrada en los 
últimos 20 millones de años (Pagani et al., 1999; Pearson & Palmer, 2000). Si bien los 
pronósticos auguran un incremento continuado en los próximos años, pudiendo llegarse a 
alcanzar los 550 µmol·mol
-1
 en el 2050 (Ainsworth et al., 2008), o los 700 µmol·mol
-1
 a 
finales de siglo (Leakey et al., 2009). Las [CO2] globales, recientemente observadas, son 
significativamente mayores a las anticipadas por el IPCC (Hanson et al., 2008a); superando 
estimaciones que pudieran ser previsibles en un escenario de máximas emisiones, aún a 
pesar de los acuerdos iniciales tomados tras la aprobación del Protocolo de Kioto (Leakey 
et al., 2009). Como consecuencia del aumento de los niveles de CO2 y de otros gases de 
efecto invernadero en la atmósfera, la temperatura media de la superficie terrestre está 
también aumentando (Stott et al., 2000), unos 0,76 °C desde 1800s, y las previsiones 
pronostican un incremento de 1,3-1,8 °C para el 2050 (Ainsworth et al., 2008), pudiendo 
llegar a oscilar entre 1,8-4,5 °C a finales de siglo (Schneider, 2001). Por ello, los 
ecosistemas naturales estarán expuestos a niveles de CO2 y temperaturas superiores a los 
actuales. Considerando que, tanto el CO2 como la temperatura, son factores claves que 
afectan al crecimiento y desarrollo de las plantas, y ambos han variado recientemente, a la 
vez que existen predicciones de cambio en el futuro; ello tendrá repercusiones notables en 
el desarrollo y la productividad vegetal. La temperatura afecta al desarrollo de las plantas, 
regulando la velocidad de las reacciones bioquímicas, el desarrollo fenológico y el 
intercambio de materia y energía con el ambiente (Morison & Lawlor, 1999). Y el aumento 
de fotosíntesis en condiciones de CO2 elevado conduce a una aceleración del crecimiento 
en las especies vegetales, que puede estar limitada por la capacidad de las plantas para 
asimilar los nutrientes necesarios en cantidad suficiente para equilibrar el aumento de la 
fijación de carbono y/o la capacidad de transporte de dichos nutrientes y carbono a los 
órganos y tejidos en crecimiento (Stitt & Krapp, 1999; Ainsworth et al., 2007). 
Las plantas son extremadamente sensibles a variaciones en las condiciones ambientales 
(Stitt & Scheible, 1998), sin embargo, gozan de una enorme plasticidad, y su capacidad 
para crecer depende de su propia capacidad fotosintética y metabólica. Dado que el 
crecimiento óptimo de las plantas y la producción de biomasa requiere una adecuada y 
efectiva coordinación del metabolismo del carbono y nitrógeno (Lewis et al., 2000), será 
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previsible que la respuesta de las plantas a los aumentos de CO2 y temperatura 
atmosféricos requiera ajustar su velocidad de desarrollo a su estado metabólico en 
respuesta a dichos factores ambientales. 
Un gran número de estudios han puesto de manifiesto que el crecimiento a corto plazo 
en condiciones de CO2 elevado conduce a una mayor tasa de fijación fotosintética del CO2 
(Drake et al., 1997; Nowak et al., 2004; Rogers et al., 2006; Leakey et al., 2009), como se 
ha indicado en el capítulo de introducción; sin embargo, el crecimiento durante periodos 
prolongados a concentraciones de CO2 elevadas conduce a una disminución de la 
fotosíntesis (aclimatación) que conlleva un descenso de la capacidad de carboxilación (Stitt 
& Krapp, 1999; Rogers & Humphries, 2000; Martínez-Carrasco et al., 2005) y se 
acompaña de una disminución de la actividad y proteína Rubisco (Drake et al., 1997; 
Sicher & Bunce, 1997; Stitt & Krapp, 1999; Long et al., 2004; Pérez et al., 2005; Del Pozo 
et al., 2007). Siendo el cambio más pronunciado en el aparato fotosintético, el descenso de 
proteína Rubisco (Long et al., 2004), a menudo asociado a una represión de la expresión 
génica del enzima mediada por la acumulación de carbohidratos (Stitt, 1991; Jang & 
Sheen, 1994; Van Oosten & Bedford, 1996). Si bien, varios estudios sugieren que dicho 
descenso es parcialmente debido al bajo estado nitrogenado de la planta (Nakano et al., 
1997; Geiger et al., 1999; Pérez et al., 2005). Una limitación en nitrógeno reflejaría un 
cambio en el balance carbono-nitrógeno de la planta, que sería conducido por mayores 
velocidades de fijación del carbono y comportaría cambios en los parámetros metabólicos 
indicativos de un agotamiento de nitrógeno.  
Por ello, para investigar la respuesta de las plantas de trigo al cambio climático global 
se estudiaron las características de intercambio gaseoso de la planta y se analizaron las 
variaciones en los niveles de metabolitos del carbono y nitrógeno con objeto de 
proporcionar información sobre los mecanismos de regulación implicados en los cambios 
en los niveles de transcritos y actividades enzimáticas involucrados en la regulación de 
ambos procesos metabólicos. Con dicha finalidad se discuten, a continuación, los 
resultados más relevantes, descritos en el capítulo 4, correspondientes a los diferentes 
estadios de desarrollo del cultivo de trigo -emergencia de la espiga y días después de la 
antesis-, en las dos anualidades de experimentación, 2004 y 2006. 
Para facilitar la comprensión del lector, la discusión se realizará describiendo los efectos 
de los diferentes factores ambientales contemplados en el estudio, haciendo referencia, 




continuación con el efecto de las temperaturas elevadas y abordar finalmente el aumento 
de la disponibilidad de nitrógeno en el suelo. Efectos que serán discutidos 
exhaustivamente, en el orden indicado, para cada una de las dos anualidades en las que se 
ha desarrollado la experimentación; a su vez, en cada anualidad se contemplan los estadios 
de desarrollo del cultivo, con la única excepción de la discusión correspondiente a la 
fijación fotosintética del carbono que se hace conjuntamente para ambas anualidades.  
5.2. El crecimiento prolongado en CO2 elevado conduce a un fenómeno 
de aclimatación de la fotosíntesis  
Con objeto de investigar si en nuestros experimentos tuvo lugar el fenómeno descrito de 
aclimatación de la fotosíntesis al crecimiento prolongado en condiciones de CO2 elevado 
se realizaron medidas de la asimilación fotosintética del carbono a una concentración 
común de CO2 (concentraciones ambientales, 370 µmol·mol
-1
), a la emergencia de la 
espiga y entre los 10-13 días después de la antesis durante las anualidades del 2004 y 2006. 
Medidas que pusieron de manifiesto que la fotosíntesis en la hoja bandera del trigo fue 
menor a los 10-13 días después de la antesis que a la emergencia de la espiga, es decir, en 
estadios avanzados del desarrollo foliar tuvo lugar un descenso de fotosíntesis (Gutiérrez et 
al., 2009a). El crecimiento en condiciones de CO2 elevado disminuyó la asimilación del 
carbono, saturada por luz y medida a una misma concentración de CO2, a la emergencia de 
la espiga en ambas anualidades 2004 y 2006, y entre los 10-13 días después de la antesis en 
2004; efecto que no llegó a alcanzar significación estadística después de la antesis en la 
anualidad del 2006. El descenso en la fijación del carbono no se acompañó de una 
disminución de la concentración intercelular de CO2, indicativo de una limitación no-
estomática de la fotosíntesis en dichas condiciones. Esto muestra que en plantas crecidas 
en CO2 elevado la capacidad fotosintética fue disminuida, en consonancia con otros 
estudios (Drake et al., 1997; Long et al., 2004; Del Pozo et al., 2005; Pérez et al., 2005). 
En experimentos previos desarrollados en condiciones similares a las descritas en el 
presente trabajo de investigación, la cantidad y actividad Rubisco también disminuyó en 
plantas crecidas en CO2 elevado (Pérez et al., 2005; Alonso et al., 2008). Resultados que 
han sido también mostrados por otros autores en otras especies vegetales (Drake et al., 
1997; Stitt & Krapp, 1999), entre las que se incluyen trigo (Nie et al., 1995a), cebada 
(Sicher & Bunce, 1997), tabaco (Sicher & Kremer, 1994), tomate (Van Oosten et al., 
1994), arroz (Vu et al., 1997), Arabidopsis (Cheng et al., 1998), etc. Un descenso de 
fotosíntesis en estadios avanzados de desarrollo del cultivo se ha encontrado también en 
Discusión 
 140 
trigo cultivado en el campo empleando el sistema FACE (Osborne et al., 1998; Adam et 
al., 2000). 
Además, en la primera anualidad, en plantas crecidas a temperaturas superiores a las 
ambientales, aumentó la fotosíntesis y la conductancia de los estomas a la emergencia de la 
espiga, pero no después de la antesis, mientras que la concentración intercelular de CO2 
aumentó en ambos estadios de desarrollo. Por tanto, las temperaturas elevadas 
incrementaron la difusión del CO2 a través de los estomas aumentando la fotosíntesis a la 
emergencia de la espiga en 2004. Sin embargo, las temperaturas elevadas no modificaron 
ni la asimilación del carbono, ni la concentración intercelular de CO2 o la conductancia 
estomática en 2006 (Gutiérrez et al., 2009a). 
 En plantas crecidas con abundancia de nitrógeno la asimilación fotosintética del 
carbono aumentó respecto a aquellas crecidas con deficiencia en dicho nutriente, tanto a la 
emergencia de la espiga como entre los 10-13 días después de la antesis en la anualidad del 
2004, en torno a un 7% y un 13%, respectivamente. En estadios avanzados del desarrollo 
foliar la capacidad fotosíntetica fue un 50% menor que a la emergencia de la espiga, en 
ambas condiciones nutricionales. Sin embargo, la fotosíntesis no fue modificada 
significativamente por la disponibilidad de nitrógeno en la experimentación realizada en el 
2006, aunque tendió a aumentar en plantas crecidas en abundancia de dicho nutriente. Así 
mismo, en ambos estadios de crecimiento y experimentos desarrollados en las diferentes 
anualidades, ni la conductancia estomática ni la concentración intercelular de CO2 fueron 
modificadas por la nutrición nitrogenada. El descenso de capacidad fotosintética 
encontrado en plantas deficientes en nitrógeno podría asociarse a la redistribución y 
exportación de nitrógeno desde la hoja a los órganos en expansión (Maroco et al., 2002). 
Se ha encontrado que en plantas con suministro limitante de nitrógeno, en comparación 
con aquellas que reciben una fertilización nitrogenada adecuada, hubo un descenso de 
fotosíntesis que se acompañó de una reducción del contenido foliar de Rubisco (Webber et 
al., 1994; Stitt & Krapp, 1999). Webber et al. (1994) propusieron que la reducción de la 
acumulación foliar de Rubisco en plantas deficientes en nitrógeno, a niveles suficientes 
para mantener una máxima capacidad fotosintética, facilitaría la liberación de nitrógeno 






5.3. Las respuestas de aclimatación de la fotosíntesis al CO2 elevado no 
pueden predecirse por cambios en los niveles de mensajero de Rubisco. 
La expresión génica del enzima no parece relacionarse con el contenido 
foliar de azúcares 
Las plantas están continuamente expuestas a la influencia de factores ambientales que 
modifican notablemente las concentraciones de ciertos metabolitos, que pueden afectar a la 
expresión génica, tanto a nivel transcripcional como post-transcripcional, de enzimas 
involucradas en rutas metabólicas importantes para la planta (Hummel et al., 2009), lo que 
tendrá repercusiones considerables en su crecimiento. Mientras que los carbohidratos 
sirven, no sólo, como fuente de energía y carbono, sino como moléculas señalizadoras que 
regulan la fisiología y el metabolismo. El nitrato, es no sólo el sustrato para la ruta de 
asimilación de nitrógeno en plantas, sino también una molécula señal, que regula la 
expresión de genes involucrados en diferentes aspectos del metabolismo del carbono y 
nitrógeno (Crawford & Forde, 2002). 
Son muchos los estudios, incluidos los nuestros, que han mostrado que el fenómeno de 
aclimatación de la fotosíntesis al crecimiento prolongado en condiciones de CO2 elevado 
comporta una pérdida de capacidad fotosintética (Van Oosten & Besford, 1996; Drake et 
al., 1997; Pérez et al., 2005; Martínez-Carrasco et al., 2005). A menudo asociada a la 
represión de la expresión de genes fotosintéticos mediada por la acumulación de 
carbohidratos foliares (Sheen, 1994; Koch, 1996; Jang & Sheen, 1997; Moore et al., 1999). 
Por ello, en los últimos años se ha enfatizado en el control de la expresión génica de la 
Rubisco por niveles elevados de CO2 atmosférico. Habiéndose mostrado que la exposición 
prolongada a [CO2] elevadas puede conducir a un descenso de transcritos de la subunidad 
pequeña de la Rubisco codificada en el núcleo (Van Oosten et al., 1994; Drake et al., 1997; 
Moore et al., 1999), represión similar a la encontrada por suministro de glucosa y sacarosa 
a protoplastos, cultivos celulares y hojas cortadas (Krapp et al., 1993; Sheen, 1994; Van 
Oosten & Besford, 1996).  
En los cultivos de trigo en el campo, el estudio de los niveles de expresión de la 
subunidad pequeña de la Rubisco, a la emergencia de la espiga en la anualidad del 2004 
mostró que a temperaturas ambientales, el crecimiento en CO2 elevado redujo los niveles 
de transcritos de rbcS en la hoja bandera de plantas de trigo crecidas con deficiencia en 
nitrógeno y no afectó a la expresión de aquellas crecidas con abundancia de dicho 
nutriente. Mientras que en plantas deficientes en nitrógeno los niveles de sacarosa 
aumentaron de 26,55 µmol·g PF
-1





 en las crecidas en condiciones de CO2 elevado; en las plantas crecidas 
con nitrógeno abundante, sin embargo, los niveles de sacarosa apenas variaron en respuesta 
al CO2 de crecimiento, oscilando entre 31,06 µmol·g PF
-1
 y 32,87 µmol·g PF
-1
 en plantas 
crecidas en CO2 ambiente y elevado, respectivamente (datos no mostrados en resultados). 
Los niveles de glucosa también variaron de un modo similar, por lo que la acumulación de 
carbohidratos podría explicar los cambios de expresión del gen que codifica la subunidad 
pequeña de la Rubisco en la hoja bandera del trigo. Un descenso de transcritos de rbcS y de 
actividad Rubisco ha sido también encontrado en plantas de guisante cultivadas con 
nitrógeno limitante a concentraciones elevadas de CO2, cambios que no tuvieron lugar 
cuando las plantas recibieron un suministro adecuado de nitrógeno (Riviere-Rolland et al., 
1996). Resultados que podrían ser interpretados como evidencia de que la represión génica 
de la Rubisco por carbohidratos opera más eficazmente en plantas limitadas en nitrógeno, 
lo que explicaría el mayor descenso de Rubisco y el que la aclimatación de la fotosíntesis 
al CO2 elevado pueda ser más acusada en plantas limitadas en nitrógeno que aquellas 
fertilizadas con abundancia en dicho nutriente (Sage, 1994; Pettersson & MacDonald, 
1994; Rogers et al., 1996; Stitt & Krapp, 1999; Del Pozo et al., 2005, 2007). Esta 
apreciación contrasta con nuestros resultados con trigo en el presente trabajo de 
investigación, en los que no hemos encontrado evidencias de que la deficiencia en 
nitrógeno desencadene una mayor aclimatación de la fotosíntesis en plantas crecidas en 
CO2 elevado respecto a aquellas que recibieron una adecuada nutrición nitrogenada, aún a 
pesar de que los niveles de transcritos del gen rbcS disminuyeron. Además, en las plantas 
de trigo fertilizadas con abundancia de nitrógeno, el crecimiento en CO2 elevado no 
modificó los niveles de transcritos de la Rubisco, en contraposición al descenso de 
expresión encontrado en plantas de trigo duro (Bowes, 1991; Nie et al., 1995b) o al 
descenso de proteína observado en trigo de primavera, que no tuvo efecto en la expresión 
del gen rbcS (Pérez et al., 2005).     
Por otra parte, hemos podido observar que en estadios tempranos del desarrollo foliar 
del trigo, en plantas crecidas a [CO2] ambientales, la expresión del gen rbcS fue menor en 
plantas crecidas a temperatura elevada comparada con aquellas crecidas a temperaturas 
ambientales tanto en abundancia como deficiencia de nitrógeno. Vu et al. (2001) mostraron 
por primera vez, en cultivos de soja, un descenso notable en la abundancia de transcritos 
rbcS al incrementar la temperatura de crecimiento. Aunque previamente se habían 
presentado evidencias de que el tratamiento de cultivos celulares de soja con choque 




posterioridad, un estudio realizado con diferentes cultivares de arroz, puso de manifiesto 
que mientras que en plantas crecidas en CO2 ambiente, la elevación de la temperatura tuvo 
poco efecto en la fotosíntesis foliar, los transcritos de la Rubisco aumentaron en uno de los 
cultivares y disminuyeron en el otro, aunque la actividad Rubisco total y el contenido foliar 
de proteínas disminuyese en ambos cultivares (Gesch et al., 2003); resultados que 
evidencian la carencia de correlación general entre los niveles de transcritos de Rubisco y 
el contenido foliar de proteína, así como la fotosíntesis foliar. En nuestros estudios 
anteriores con trigo en condiciones de crecimiento similares a las del presente estudio, las 
temperaturas por encima de las ambientales tendieron a disminuir los transcritos del gen 
rbcS (Pérez et al., 2005). 
 Se sabe que la temperatura influye en la fotosíntesis de plantas C3. La velocidad de 
carboxilación de la Rubisco es mayor a temperaturas elevadas, pero la oxigenación 
aumenta relativamente más, debido a las disminuciones de la solubilidad del CO2 y de la 
especificidad de la Rubisco por este gas respecto al O2 (Jordan & Ogren, 1984). Como 
consecuencia, hay mayor pérdida fotorrespiratoria de CO2 y una disminución en la 
eficiencia de la fijación del CO2 a temperaturas altas (Hall & Keys, 1983; Keys, 1986). En 
nuestro estudio no hemos observado una interacción de los niveles de CO2 y temperatura 
sobre la asimilación fotosintética, si bien, en este estadio del desarrollo foliar del trigo, el 
aumento de temperatura se acompañó de un incremento de la fotosíntesis. Paralelamente, 
los niveles de carbohidratos disminuyeron respecto a las plantas crecidas a temperaturas 
ambientales, a pesar de lo cual descendió la expresión del gen rbcS. Sin embargo, los 
niveles de proteínas y clorofila no variaron con el incremento de la temperatura, aunque 
con abundancia de nitrógeno fueron ligeramente superiores que a temperatura ambiente, 
mientras que al aumentar la temperatura de crecimiento los niveles de nitrato, o bien 
disminuyeron en plantas deficientes en nitrógeno, o aumentaron en aquellas que recibieron 
una adecuada fertilización nitrogenada. En un estudio realizado en condiciones similares a 
las de este trabajo de investigación, las temperaturas altas no afectaron a la actividad total o 
al estado de activación de la Rubisco, pero alteraron su actividad específica a ciertas horas 
del día y disminuyeron la proteína Rubisco, en asociación con una tendencia al descenso 
de los transcritos de la Rubisco (Pérez et al., 2005). En sintonía con dicha apreciación este 
estudio muestra por vez primera, no una ligera tendencia, sino un descenso drástico de los 
transcritos de Rubisco en estadios tempranos de desarrollo de los cultivos de trigo a 
temperatura alta, aunque no se acompañó de una pérdida de capacidad fotosintética, en 
Discusión 
 144 
contraste con el descenso de fotosíntesis observado en trigo duro a temperaturas elevadas, 
que se relacionó con una pérdida de nitrógeno foliar (Delgado et al., 1994).  
Nuestros resultados parecen mostrar que aunque los carbohidratos pueden ser 
importantes en la regulación de la expresión del gen rbcS, por sí solos los cambios en el 
pool de carbohidratos no permitirían predecir los cambios de expresión observados en los 
cultivos de trigo en condiciones naturales en el campo en interacción con otros factores 
ambientales, en consonancia con las apreciaciones de Gesch et al. (1998).  
Se ha propuesto que el descenso de transcritos de Rubisco en condiciones de CO2 
elevado es desencadenado por la acumulación de carbohidratos foliares (Sheen 1990; Van 
Oosten & Besford, 1994; Webber et al., 1994). Según dicha hipótesis, sería previsible que 
los azúcares solubles disminuyeran notoriamente a temperaturas ambientales en CO2 
elevado y abundancia de nitrógeno, condiciones en las que los niveles de transcritos rbcS 
se acumularon considerablemente respecto a las plantas crecidas en CO2 elevado y 
deficiencia en nitrógeno. Sin embargo, los niveles de sacarosa y glucosa apenas fueron 
modificados en la hoja bandera del trigo de plantas crecidas en CO2 elevado y abundancia 
de nitrógeno respecto a aquellas crecidas en CO2 elevado y deficiencia en nitrógeno, 32,87 
y 3,63 respecto a 34,89 y 2,59 µmol·g PF
-1
, respectivamente. Geiger et al. (1999) en un 
estudio con tabaco observaron que en plantas crecidas con abundancia de nitrógeno, en 
condiciones de CO2 elevado, tuvo lugar un ligero aumento de los niveles de carbohidratos 
que no se acompañó de un descenso de fotosíntesis y de los niveles de transcritos de 
Rubisco. Aunque sí que tuvo lugar un descenso de proteína Rubisco junto a una 
disminución de proteínas solubles totales (Sicher & Bunce, 1997) y nitrógeno total en las 
hojas (Nakano et al., 1997), sugiriendo que el efecto del CO2 en la fotosíntesis se debió al 
estado nitrogenado de la planta (Riviere-Rolland et al., 1996; Nakano et al., 1997; Farage 
et al., 1998; Geiger et al., 1999; Pérez et al., 2005). En nuestro experimento con trigo, 
desconocemos si el aumento de transcritos de Rubisco con abundancia de nitrógeno se 
acompañó de un aumento de proteína Rubisco, aunque en un estudio previo realizado en 
condiciones similares a las descritas en el presente trabajo de investigación, los niveles de 
dicha proteína -entre las 4-6 horas después del comienzo del fotoperiodo- aumentaron con 
la aplicación de más nitrógeno en plantas crecidas en CO2 elevado a temperaturas 
ambientales (Pérez et al., 2005). Un incremento del contenido foliar de Rubisco podría 
tener lugar en nuestras condiciones en conformidad con los mayores niveles de proteínas 
foliares encontrados en la hoja bandera del trigo en las plantas crecidas a temperaturas 
ambientales y abundancia de nitrógeno -48,01 mg·g PF
-1




deficientes en dicho nutriente -40,96 mg·g PF
-1
-, sugiriendo que el estado nitrogenado de la 
planta desempeñaría un papel importante en la respuesta del trigo al CO2 elevado (Nakano 
et al., 1997; Farage et al., 1998; Geiger et al., 1999; Stitt & Krapp, 1999; Pérez et al., 
2005).  
La carencia de correlación entre la expresión del gen rbcS y el contenido de proteína 
Rubisco se ha mostrado en varias especies vegetales en condiciones de CO2 elevado 
(Moore et al., 1998), y posiblemente constituya un reflejo de la complejidad de la 
regulación molecular de la Rubisco. Pues son varios los factores que afectan a la 
regulación de la síntesis y la cantidad de enzima en los distintos pasos de transcripción, 
post-transcripción, traducción y recambio de proteína (Berry et al., 1986; Wanner & 
Guissem, 1991; Webber et al., 1994; Moore et al., 1998; Moore et al., 1999). Por otra 
parte, los estudios enfocados al esclarecimiento del mecanismo molecular implicado en la 
represión de genes fotosintéticos codificados en el núcleo, como el gen rbcS, parecen 
poner de manifiesto que mientras que la acumulación de carbohidratos en sí misma, no 
inhibe directamente la expresión génica, sí que parece estar relacionada con el 
metabolismo de las hexosas, que pueden ser incrementadas vía hidrólisis de sacarosa por la 
invertasa ácida (Goldschmidt & Huber, 1992; Krapp et al., 1993; Moore et al., 1998). Jang 
& Sheen (1994) mostraron empleando un sistema de expresión transitorio en protoplastos 
de maíz que los carbohidratos, que son sustratos para la hexoquinasa, están involucrados 
en la represión de genes fotosintéticos. Y propusieron que la HK podría ser el sensor que 
mediase en la ruta de transducción implicada en la regulación de la expresión de dichos 
genes (Jang & Sheen, 1994). Dicha hipótesis fue fortalecida por el hecho de que ciertos 
genes como rbcS y cab (proteínas de unión a clorofila) mostraron una relativa sensibilidad 
a los azúcares en plantas de Arabidopsis con expresión antisentido de la hexoquinasa y en 
aquellas que sobre-expresaban dicho enzima (Jang et al., 1997). En levaduras, la 
fosforilación de la glucosa por HK (Gancedo, 1992; Rose et al., 1991) se ha sugerido que 
sería el sensor que induce la alteración de la transcripción génica. En base a dichas 
apreciaciones, se ha llegado a proponer que la HK desempeñaría una doble función, como 
sensor de glucosa y enzima que convierte las hexosas en hexosas-6-fosfato (Gancedo, 
1992; Jang et al., 1997). Aunque existen evidencias convincentes que avalan el papel de la 
glucosa y la sacarosa como moléculas señalizadoras en plantas, para la sacarosa ha sido 
difícil de establecer, por ser rápidamente hidrolizada en fructosa y glucosa (Rolland et al., 
2006); sin embargo, la sensibilización por glucosa comprende el mejor mecanismo de 
señalización por carbohidratos conocido (Xiao et al., 2000; Moore et al., 2003). Distintos 
Discusión 
 146 
estudios genéticos han revelado que la hexoquinasa es un sensor de glucosa que integra 
señales de nutrientes y hormonas para regular la expresión génica y el crecimiento de las 
plantas a estímulos ambientales (Cho et al., 2006; Rolland et al., 2006), y en base a ellos, 
se ha llegado a proponer un modelo por el que la HK regularía la transcripción de los genes 
diana (Cho et al., 2006). 
Hemos podido también observar en nuestro experimento que en la hoja bandera del 
trigo en condiciones de CO2 elevado, el aumento de temperatura indujo notablemente la 
expresión de la Rubisco en plantas crecidas con deficiencia en nitrógeno; efecto que no 
tuvo lugar en plantas crecidas con nitrógeno abundante. Se sabe que el impacto de la 
temperatura elevada suele ser difícil de interpretar, ya que los efectos directos de la 
temperatura suelen agudizarse con diferencias en el desarrollo, debido a una aceleración 
del crecimiento y cambios en la fenología (Delgado et al., 1994). En las plantas crecidas 
con CO2 elevado y deficiencia en nitrógeno el aumento de temperatura redujo los niveles 
foliares de sacarosa a 30,11 µmol·g PF
-1
 frente a los 34,89 µmol·g PF
-1
 encontrados en las 
hojas de plantas crecidas a temperaturas ambientales, y la disminución del contenido foliar 
de sacarosa se acompañó de un ligero descenso de glucosa y otros azúcares, e incluso, de 
hexosas-P. Posiblemente la menor acumulación de carbohidratos foliares encontrada en las 
mencionadas condiciones, aliviaría la represión mediada por azúcares del gen que codifica 
la subunidad pequeña de la Rubisco (Sheen, 1994; Jang & Sheen, 1994; Jang et al., 1997), 
facilitando el incremento de transcritos de la proteína. La inducción de la expresión de la 
Rubisco se acompañó también de un ligero aumento del contenido foliar de nitrato, 
proteínas y clorofila. Por el contrario, en las plantas crecidas con nitrógeno abundante los 
niveles de sacarosa apenas fueron modificados con la temperatura de crecimiento, 32,87 y 
31,18 µmol·g PF
-1
 en plantas crecidas a temperaturas ambientales y elevadas, 
respectivamente, y los compuestos nitrogenados mostraron una tendencia similar.  
Se ha llegado a proponer que el suministro de nutrientes desempeña un papel crucial en 
la respuesta de la Rubisco al CO2 elevado (Pettersson et al., 1993). Apreciación que resulta 
convincente desde la perspectiva de que la máxima proporción de nitrógeno soluble en la 
hoja es incorporada en Rubisco (Woodrow & Berry, 1988). Por lo que la liberación de 
nitrógeno desde el exceso de Rubisco pudiera ser ventajosa cuando el crecimiento fuera 
limitado por el suministro de nitrógeno. En sintonía con la apreciación de que la respuesta 
de la Rubisco pudiera ser modulada por la nutrición nitrogenada (Sage et al., 1989; 
Woodrow, 1994), se ha sugerido que podría existir un valor umbral de nitrógeno para el 




diferentes niveles de nutrición nitrogenada soportarían dicha hipótesis (Delgado et al., 
1994). Además, sería factible que el valor umbral variase entre especies vegetales, pues 
dependerá entre otros factores, de la partición de nitrato entre los pools activos y de 
almacenaje; así como del balance entre la actividad de las fuentes y los sumideros, que 
afectará a la reasignación del nitrógeno procedente de la degradación de la Rubisco 
(Woodrow, 1994). El nitrato también podría alterar la partición entre carbohidratos y 
aminoácidos y reducir la acumulación de carbohidratos por debajo de un umbral límite 
para la represión de la Rubisco (Riviere-Rolland et al., 1996). Además, Farage et al. (1998) 
presentaron evidencias de que la deficiencia en nitrógeno no necesariamente condujo a una 
aclimatación de la fotosíntesis en condiciones de CO2 elevado. Sugiriendo que no resulta 
imprescindible el desarrollo de grandes sumideros para abolir la aclimatación, sino que 
más bien el factor decisivo dependería de la adaptación de la velocidad de crecimiento de 
la planta para ajustar el suministro de nitrógeno. Dicha apreciación estaría de acuerdo con 
la hipótesis de Pettersson & McDonald (1994) de que la aclimatación al CO2 elevado 
dependerá de si la respuesta del crecimiento de la planta entera se ha aclimatado al CO2 
elevado junto con cualquier otra fuente de limitación en el ambiente. Por lo que las plantas 
que crecen en ambientes naturales es posible que ajusten su crecimiento a las influencias 
ambientales de los alrededores. Además, las plantas pueden experimentar periodos de 
desequilibrio fuente/sumidero en ciertos estadios de desarrollo, como se puso de manifiesto 
en un estudio con trigo en condiciones de CO2 elevado empleando el sistema FACE, en el 
que durante la translocación de nitrógeno para el llenado del grano tuvo lugar un descenso 
en la concentración foliar de Rubisco (Nie et al., 1995a). Y cambios en el estado de 
desarrollo han mostrado que inducen una aclimatación irreversible en la remolacha 
azucarera (Ziska et al., 1995). En definitiva, sería previsible que la fenología junto con las 
condiciones ambientales específicas desempeñasen un papel decisivo en la respuesta de las 
plantas al CO2 elevado en ambientes naturales.  
En sintonía con estas apreciaciones, hemos podido observar en nuestro experimento con 
cultivos de trigo en el campo, que a temperaturas superiores a las ambientales, el 
crecimiento en CO2 elevado indujo la expresión de la Rubisco tanto en abundancia como 
en deficiencia en nitrógeno. Aún a pesar de que el crecimiento en CO2 elevado condujo a 
una mayor acumulación de carbohidratos, la ausencia de un descenso de transcritos del gen 
que codifica la subunidad pequeña de la Rubisco, contradice la apreciación del control de 
la expresión génica de la Rubisco por el CO2 elevado (Van Oosten & Besford, 1996; Drake 
et al., 1997). En las mencionadas condiciones tuvo también lugar un descenso del 
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contenido de proteínas foliares, 50,74 y 54,13 mg·g PF
-1
 en plantas crecidas en deficiencia 
y abundancia de nitrógeno en CO2 ambiente, frente a los 41,48 y 45,71 mg·g PF
-1
 
encontrados en similares condiciones nutricionales en CO2 elevado, que se acompañó 
también de un ligero descenso de otros compuestos nitrogenados como las clorofilas. 
Aunque el nitrato disminuyó en las plantas crecidas en CO2 elevado y abundancia de 
nitrógeno -23,45 µmol·g PF
-1
- respecto a aquellas crecidas en CO2 ambiente y abundancia 
de nitrógeno -38,17 µmol·g PF
-1
-, tendió a aumentar en las plantas crecidas en CO2 elevado 
y deficiencia en nitrógeno -27 µmol·g PF
-1
- respecto a aquellas crecidas en CO2 ambiente y 
deficiencia en nitrógeno -25,7 µmol·g PF
-1
-. Estos resultados sugieren que otro tipo de 
factores aparte del nivel de carbohidratos modifican los niveles de transcritos de la Rubisco 
en la hoja bandera del trigo. Miller et al. (1997) estudiando el desarrollo ontogénico de 
hojas de tabaco en condiciones de CO2 ambiente y elevado, observaron que la senescencia 
foliar y la pérdida de capacidad fotosintética fue acelerada en condiciones de CO2 elevado 
y propusieron que la aclimatación de la fotosíntesis es causada por una senescencia 
acelerada. Con posterioridad, Ludewig & Sonnewald (2000) excluyeron la acumulación de 
carbohidratos como una causa de represión de genes fotosintéticos en condiciones de CO2 
elevado, sugiriendo que la aclimatación de la fotosíntesis en las condiciones indicadas se 
relaciona con un cambio temporal en la ontogenia foliar. Parecería plausible que en nuestro 
experimento el crecimiento a concentraciones de CO2 y temperatura elevados conlleve una 
aceleración del crecimiento y cambios en la ontogenia foliar que condicionen la 
variabilidad de los efectos observados en los transcritos de la Rubisco.  
Finalmente, la variable correspondencia del nivel de transcritos con la acumulación de 
carbohidratos solubles, a la emergencia de la espiga, en los cultivos de trigo en el campo, 
pone de manifiesto que la influencia de otros factores puede modificar significativamente 
este efecto en la naturaleza. Resulta difícil de demostrar que la regulación por 
carbohidratos de la expresión génica pueda tener lugar usando trigo, especie vegetal en la 
que los efectos en el desarrollo por el enriquecimiento en CO2 parecen ser muy 
pronunciados. 
En estadios avanzados del desarrollo de los cultivos de trigo, 12 días después de la 
antesis en la anualidad del 2004, en plantas crecidas a temperaturas elevadas y abundancia 
de nitrógeno, el crecimiento en CO2 elevado redujo notablemente los niveles de transcritos 
de la Rubisco, mientras que en plantas crecidas con nitrógeno abundante y temperaturas 
ambientales, el CO2 elevado disminuyó ligeramente la expresión del enzima. En la primera 




acumulación de carbohidratos foliares sino, más bien, de un descenso de los mismos, 
siendo la sacarosa y la glucosa los azúcares que tendieron a disminuir en mayor medida; 
mientras que en la segunda de las situaciones descritas, los niveles de sacarosa tendieron a 
disminuir, y los de glucosa a aumentar. Sin embargo, en ninguna de las dos condiciones, el 
descenso de la expresión génica de la Rubisco, mostró una excesiva correlación con los 
niveles foliares de carbohidratos, como hemos podido comprobar en ciertas circunstancias 
en estadios tempranos del desarrollo foliar del trigo. Aunque sí que tuvo lugar una pérdida 
de proteínas totales, más drástica en el primero de los casos, en el que la pérdida de 
transcritos de Rubisco fue mayor, ya que en plantas crecidas a temperaturas elevadas y 
abundancia de nitrógeno, el crecimiento en CO2 elevado redujo el contenido proteico a 
29,20 mg·g PF
-1
 respecto a los 39,18 mg·g PF
-1
 encontrados en plantas crecidas a 
concentraciones ambientales de CO2. Sin embargo, en las plantas crecidas con nitrógeno 
abundante y temperaturas ambientales la reducción fue inferior, 34,23 mg·g PF
-1
 frente a 
los 39,55 mg·g PF
-1
 de proteínas encontradas en plantas crecidas en condiciones 
ambientales de CO2. Resultados que ponen de manifiesto que el efecto del CO2 elevado en 
la expresión de la Rubisco se asoció con el estado nitrogenado de la planta (Riviere-
Rolland et al., 1996; Nakano et al., 1997; Farage et al., 1998; Geiger et al., 1999; Pérez et 
al., 2005). 
Además, en el mencionado estadio de desarrollo foliar del trigo hemos podido observar 
que a concentraciones ambientales de CO2, en plantas deficientes en nitrógeno, el 
incremento de la temperatura de crecimiento aumentó los niveles de transcritos de la 
subunidad pequeña de la Rubisco, a diferencia del descenso de expresión génica observado 
a la emergencia de la espiga. En dichas condiciones, los niveles foliares de sacarosa 
tendieron a disminuir, sin llegar a alcanzar significación estadística, aunque el descenso 
más notable en la concentración de carbohidratos solubles tuvo lugar en los fructanos. 
Carbohidratos que, por sí mismos, carecen de efectos directos en la expresión génica, pero 
bien podrían reflejar una mayor capacidad para producir niveles superiores de hexosas en 
el citoplasma (Nie et al., 1995b). El descenso de carbohidratos encontrado en la hoja 
bandera del trigo podría facilitar el aumento de transcritos de Rubisco, aún a pesar del 
ligero descenso de los niveles foliares de proteínas observado en las plantas crecidas a 
temperaturas elevadas -37,01 mg·g PF
-1
 respecto a aquellas crecidas a temperaturas 
ambientales 41,40 mg·g PF
-1
-, aunque desconocemos si la pérdida de proteína se acompañó 
de una reducción de Rubisco. Sin embargo, en las condiciones mencionadas podría ser 
previsible una pérdida de nitrógeno foliar consecuencia de la aceleración del crecimiento a 
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temperatura elevada, que se acompañó también de un ligero descenso de nitrato y otros 
compuestos nitrogenados como las clorofilas, variaciones que podrían incluso asociarse a 
cambios en la ontogenia foliar o una senescencia foliar acelerada (Besford et al., 1990; 
Hensel et al., 1993; Xu et al., 1994; Miller et al., 1997). En un estudio realizado en 
condiciones similares a las descritas en el presente trabajo de investigación, la temperatura 
elevada, días después de la antesis, redujo los niveles foliares de Rubisco (Pérez et al., 
2005). Posiblemente en nuestro experimento podría haber tenido también lugar una 
disminución de la proteína Rubisco, aún a pesar del incremento de transcritos del gen rbcS. 
Si bien, es destacable que a diferencia del incremento de fotosíntesis observado al elevar la 
temperatura en estadios tempranos del desarrollo foliar del trigo, en etapas más avanzadas 
del desarrollo del cultivo, la fotosíntesis no fue modificada con la temperatura de 
crecimiento. 
Por otra parte, hemos podido también observar que en plantas crecidas en condiciones 
de CO2 elevado y abundancia de nitrógeno, la elevación de la temperatura redujo la 
expresión del gen rbcS. Mientras que los niveles foliares de sacarosa no fueron 
modificados por la elevación de la temperatura de crecimiento, los de glucosa tendieron a 
disminuir junto al resto de carbohidratos solubles, de manera que no tuvieron lugar 
cambios notables en el contenido foliar de carbohidratos entre las plantas crecidas a 
temperaturas ambientales y elevadas, que pudieran correlacionarse con el descenso de 
transcritos del gen rbcS. Aunque posiblemente el estado nitrogenado de la planta pudiera 
desempeñar un papel importante (Delgado et al., 1994), ya que las temperaturas elevadas 
condujeron a un descenso notable del contenido de proteínas foliares -29,20 mg·g PF
-1
 
frente a los 34,23 mg·g PF
-1
 encontrados en las plantas crecidas a temperaturas 
ambientales-. Nuestras investigaciones previas en condiciones similares a las descritas en 
el presente trabajo de investigación han mostrado evidencias de que en estadios avanzados 
del desarrollo foliar del trigo las temperaturas elevadas con abundancia de nitrógeno, 
disminuyeron la cantidad de proteína Rubisco (Pérez et al., 2005), en consonancia con 
estudios desarrollados por otros autores (Vu et al., 1997). 
En la anualidad del 2004, 12 dda, en plantas crecidas en CO2 elevado, la abundancia de 
nitrógeno redujo los niveles de transcritos de rbcS en plantas crecidas a temperaturas 
elevadas. Mientras que la abundancia de nitrógeno tendió a disminuir los niveles foliares 
de sacarosa, tendió a aumentar los de glucosa, fructosa, e incluso fructanos. El ligero 
incremento de carbohidratos solubles encontrado en la hoja bandera del trigo de las plantas 




de carbohidratos necesario para inducir la represión génica de la Rubisco (Riviere-Rolland 
et al., 1996). Si bien, la pérdida de nitrógeno foliar podría ser nuevamente un factor 
decisivo en la pérdida de transcritos del gen rbcS (Riviere-Rolland et al., 1996; Nakano et 
al., 1997; Sicher & Bunce, 1997; Geiger et al., 1999; Pérez et al., 2005), y en especial los 
niveles de proteínas foliares, ya que en las plantas crecidas con abundancia de nitrógeno 
fueron notablemente inferiores -29,20 mg·g PF
-1
- respecto a aquellas crecidas con 
deficiencia en dicho nutriente -36,11 mg·g PF
-1
- cambios que se tradujeron en un ligero 
descenso de los contenidos foliares de nitrato y clorofilas. 
Finalmente, en plantas crecidas en CO2 ambiente, la abundancia de nitrógeno 
incrementó la expresión del gen rbcS a temperaturas ambientales. La acumulación de 
carbohidratos solubles fue menor en plantas crecidas con nitrógeno abundante que en 
aquellas crecidas con deficiencia en dicho nutriente, lo que aliviaría la represión de la 
Rubisco mediada por carbohidratos. Además, el contenido foliar de nitrato aumentó 
significativamente con el suministro de nitrógeno -31,49 µmol·g PF
-1 
respecto a los 22,07 
µmol·g PF
-1
 de las plantas crecidas en deficiencia en nitrógeno-, aunque el incremento de 
nitrato foliar no se tradujo en un aumento de proteínas foliares, puesto que los niveles 
foliares apenas fueron modificados por el suministro de nitrógeno.  
En estadios tempranos del desarrollo de los cultivos de trigo, a la emergencia de la 
espiga en la anualidad del 2006, el CO2 elevado aumentó los niveles de transcritos de rbcS 
en plantas crecidas a temperaturas elevadas y abundancia de nitrógeno, al igual que los 
cambios observados en dicho estadio de desarrollo en la anualidad del 2004; si bien, estos 
transcritos no fueron modificados por el CO2 de crecimiento en las plantas crecidas a 
temperaturas elevadas y deficiencia en nitrógeno, en contraste al aumento observado en la 
anualidad del 2004. El crecimiento en CO2 elevado condujo a una acumulación notable de 
carbohidratos foliares, ya de por sí mucho más elevados que en las hojas de las plantas de 
trigo correspondientes a la experimentación de la anualidad 2004 (ver apartado 5.4), por lo 
que la ausencia de un descenso de transcritos del gen que codifica la subunidad pequeña de 
la Rubisco, contradice la apreciación del control de la expresión génica de la Rubisco por 
la acumulación de carbohidratos inducida por el CO2 elevado (Van Oosten & Besford, 
1996; Drake et al., 1997). Además en las condiciones indicadas tuvo también lugar un 
descenso del contenido de proteínas foliares -41,84 mg·g PF
-1
 en las plantas crecidas en 
CO2 elevado frente a los 54,83 mg·g PF
-1
 encontrados en las plantas crecidas a 
concentraciones ambientales de CO2-, que se acompañó de un descenso de otros 
compuestos nitrogenados como las clorofilas, mientras que los niveles foliares de nitrato 
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no fueron modificados por el CO2 de crecimiento. Resultados que sugieren que otro tipo de 
factores aparte del nivel de carbohidratos y proteína modifican los niveles de transcritos de 
la Rubisco en la hoja bandera del trigo, posiblemente la interrelación C/N de la planta, o 
bien un cambio temporal en la ontogenia foliar (Ludewig & Sonnewald, 2000). 
De manera similar a la experimentación desarrollada en el 2004, en las plantas crecidas 
en CO2 ambiente, la elevación de la temperatura redujo la abundancia de transcritos del 
gen rbcS en plantas deficientes en nitrógeno. Si bien, en las plantas crecidas con nitrógeno 
abundante los transcritos de la Rubisco no variaron con la temperatura elevada, a 
diferencia del descenso encontrado en la anualidad del 2004. Sin embargo, mientras que en 
la experimentación del 2004, la elevación de la temperatura, aumentó la asimilación 
fotosintética del carbono, en la anualidad del 2006 la fotosíntesis no fue modificada por la 
temperatura de crecimiento. Al igual que en la anualidad anterior, los carbohidratos, en 
especial la sacarosa, disminuyeron respecto a las plantas crecidas a temperaturas 
ambientales, pero la expresión del gen rbcS disminuyó, en sintonía con el descenso 
observado en cultivos de soja (Vu et al., 1997), en algunos cultivares de arroz (Gesch et al., 
2003), y en nuestros estudios previos con trigo (Pérez et al., 2005) y a diferencia del 
incremento observado en otros cultivares de arroz (Gesch et al., 2003). Además, la 
elevación de la temperatura condujo a una pérdida significativa del contenido foliar de 
nitrato -21,49 y 16,44 µmol·g PF
-1
 en plantas crecidas a temperaturas ambientales y 
elevadas, respectivamente- que se tradujo en un ligero aumento del contenido de proteínas 
foliares, secundado también por un pequeño incremento de otros compuestos nitrogenados 
como las clorofilas. Aún a pesar de que las proteínas aumentaron, pudiera ocurrir que los 
niveles de proteína Rubisco disminuyesen en consonancia con el ligero descenso de 
transcritos del gen que codifica la subunidad pequeña de la Rubisco, como ha sido 
observado en un estudio previo realizado en condiciones similares a las descritas en el 
presente trabajo de investigación (Pérez et al., 2005). 
Finalmente, en estadios tempranos del desarrollo de los cultivos de trigo en plantas 
crecidas en CO2 ambiente, la abundancia de nitrógeno disminuyó la expresión génica de 
rbcS tanto en las plantas crecidas a temperaturas ambientales como a temperaturas 
elevadas. Mientras que en las plantas crecidas a temperaturas ambientales, la abundancia 
de nitrógeno incrementó notablemente los niveles foliares de hexosas -glucosa y fructosa-, 
y apenas modificó los de sacarosa; en las plantas crecidas a temperaturas elevadas los 
niveles de hexosas fueron sólo ligeramente aumentados, y los de sacarosa aumentaron en 




desencadenase la pérdida de transcritos del gen rbcS (Krapp et al., 1993; Sheen, 1994; Van 
Oosten & Besford, 1996; Drake et al., 1997; Moore et al., 1999). Aunque desconocemos si 
el descenso de transcritos de rbcS se tradujo en un descenso de los niveles foliares de 
proteína Rubisco, sí que tuvo lugar un aumento de proteínas foliares en condiciones de 
abundancia en nitrógeno -de 39,95 a 57,53 mg·g PF
-1
 en las plantas crecidas a temperaturas 
ambientales, y de 44,78 a 54,83 mg·g PF
-1
 en aquellas crecidas a temperaturas elevadas-. 
Los aumentos de proteínas descritos se acompañaron también de una mayor acumulación 
de clorofilas y de un descenso significativo de los niveles foliares de nitrato. 
Los cambios en los niveles de transcritos del gen que codifica la subunidad pequeña de 
la Rubisco, 15 días después de la antesis en la anualidad del 2006 muestran que en plantas 
crecidas a temperaturas ambientales y abundancia de nitrógeno, el CO2 elevado aumentó la 
expresión génica de rbcS. A diferencia del descenso de expresión observado en estadios 
similares del desarrollo foliar del trigo en la anualidad del 2004. Además, el crecimiento en 
CO2 elevado aumentó también la expresión de rbcS en plantas crecidas a temperaturas 
elevadas y deficiencia en nitrógeno. En la primera de las condiciones descritas los niveles 
de sacarosa y glucosa tendieron a disminuir, mientras que en la segunda de las condiciones, 
los niveles de sacarosa disminuyeron notablemente y los de glucosa tendieron a aumentar, 
de manera que el ligero descenso de la concentración foliar de carbohidratos solubles en 
plantas que acumulan cantidades elevadas de azúcares, consecuencia de la mayor 
deficiencia nutricional inducida en la experimentación de esta anualidad respecto a la del 
2004 (ver apartado 5.4 y 3.2), y más aún, en estadios avanzados del desarrollo del cultivo, 
podría aliviar la represión mediada por carbohidratos del gen rbcS, facilitando el aumento 
de transcritos de la Rubisco (Krapp et al., 1993; Sheen, 1994). Aunque desconocemos si el 
aumento de transcritos se tradujo en un aumento de proteína Rubisco, en ambas 
condiciones el CO2 elevado condujo a un drástico descenso de la concentración foliar de 
nitrato -9,61 y 6,97 µmol·g PF
-1
 en las plantas crecidas en CO2 elevado tanto a 
temperaturas ambientales y abundancia de nitrógeno como a temperaturas elevadas y 
deficiencia en nitrógeno, respectivamente, frente a los 19,77 y 16,78 µmol·g PF
-1 
en las 
plantas crecidas a niveles ambientales de CO2 en las condiciones previamente descritas-. 
Aunque el descenso de los niveles de nitrato no se acompañó de un aumento de proteínas 
foliares, sino de un descenso de las mismas, que no llegó a alcanzar significación 
estadística, siendo en la primera de las condiciones descritas 42,28 frente a 47,07 mg·g PF
-1
 
en plantas crecidas en CO2 elevado y ambiente -a temperaturas ambientales y abundancia 
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de nitrógeno- y en la segunda de las condiciones 29,56 frente a 33,92 mg·g PF
-1
 en plantas 
crecidas en CO2 elevado y ambiente -a temperaturas elevadas y deficiencia en nitrógeno-. 
Finalmente, en plantas crecidas en CO2 y temperaturas ambientales, la abundancia de 
nitrógeno disminuyó los niveles de transcritos de rbcS, efecto contrario al observado en 
estadios similares del desarrollo del cultivo en la anualidad del 2004. Mientras que en 
plantas crecidas a [CO2] y temperatura elevadas, la abundancia de nitrógeno redujo la 
expresión del gen rbcS, en consonancia con los resultados descritos 12 dda en la anualidad 
del 2004. Las hexosas y la sacarosa fueron los carbohidratos que mostraron variaciones 
más notables en ambas condiciones: si en la primera de las condiciones descritas los 
niveles de sacarosa tendieron a disminuir ligeramente y los de las hexosas -glucosa y 
fructosa- tendieron a aumentar en mayor medida, en conjunto, la abundancia de nitrógeno 
condujo a un ligero incremento de la acumulación de carbohidratos foliares; en la segunda 
de las condiciones, la sacarosa fue el carbohidrato acumulado en mayor medida, mientras 
que los niveles de hexosas apenas fueron modificados por el suministro de nitrógeno. 
Aunque en las condiciones mencionadas no existe una excesiva acumulación de 
carbohidratos solubles que justifiquen el descenso de transcritos del gen rbcS, podría ser 
posible que en aquellas condiciones en las que los carbohidratos solubles se acumulan en 
mayor medida, una ligera variación en sus niveles foliares podría sentirse con mayor 
facilidad. Si bien, aunque los transcritos de la Rubisco disminuyeron, la abundancia de 
nitrógeno condujo a una mayor acumulación de nitrato foliar, que se tradujo en un 
incremento notable de la concentración foliar de proteínas totales con respecto a las plantas 
crecidas en deficiencia en nitrógeno, de 35,53 a 47,07 mg·g PF
-1
 en condiciones 
ambientales de CO2  y temperatura, y de 29,56 a 37,07 mg·g PF
-1 
en plantas crecidas en 
CO2  y temperatura elevados. 
Los cambios en la regulación de la expresión génica de la Rubisco en estadios 
avanzados del desarrollo foliar del trigo en la anualidad del 2006 no parecen mostrar 
demasiada correlación con la concentración foliar de carbohidratos solubles (Sheen, 1994) 
o con el estado nitrogenado de la planta (Nakano et al., 1997), sino más bien con cambios 
en la ontogenia foliar (Miller et al., 1997) o el desarrollo de la planta (Ziska et al., 1995) 
que pudieran conducir a una senescencia acelerada (Ludewig & Sonnewald, 2000). 
En definitiva, como se ha indicado en varias ocasiones en este apartado, los resultados 
de expresión génica parecen mostrar una escasa correlación con los niveles de 




predecirse por cambios en los niveles de mensajero de la Rubisco. La variabilidad de 
respuestas encontradas, según las metodologías experimentales usadas en las 
investigaciones realizadas en condiciones de CO2 elevado y la especie vegetal objeto de 
estudio, ponen de manifiesto que las plantas que crecen en ambientes naturales ajustan el 
crecimiento a la influencia de factores ambientales que repercutirán en los cambios de 
expresión génica. Estudios de expresión génica global parecen indicar que la adaptación de 
las especies a su hábitat, junto a su plasticidad genética intrínseca, parecen determinar la 
naturaleza de las respuestas al CO2 elevado (Li et al., 2006). 
5.4. El crecimiento en CO2 elevado conduce a una acumulación de 
carbohidratos en la hoja bandera del trigo, mientras que las 
temperaturas elevadas y la abundancia de nitrógeno disminuyen sus 
niveles en etapas tempranas del desarrollo. Efectos que se atenúan en 
estadios más avanzados 
Se sabe que el crecimiento en CO2 elevado típicamente conduce a un aumento del 
contenido de carbohidratos no estructurales (Stitt, 1991), pero la extensión en la que 
ocurren dichos cambios varía, dependiendo de la especie vegetal y las condiciones de 
crecimiento (Poorter et al., 1997; Moore et al., 1998). En general, la acumulación de 
almidón u otros carbohidratos de almacenaje es mayor que el incremento de los restantes 
azúcares  (Poorter et al., 1997; Fonseca et al., 1997; Moore et al., 1997) y la magnitud de 
los cambios entre los distintos tipos de carbohidratos difiere entre especies vegetales 
(Moore et al., 1998; Stitt & Krapp, 1999; Pérez et al., 2005). En nuestro experimento, en 
etapas tempranas del desarrollo foliar del trigo -emergencia de la espiga- correspondiente 
a la anualidad del 2004, el crecimiento en concentraciones elevadas de CO2 atmosférico 
condujo a un aumento significativo de los niveles de sacarosa y fructanos en la hoja 
bandera, 4 horas después del comienzo del periodo luminoso, mientras que las hexosas -
glucosa y fructosa- tendieron a aumentar sin llegar a alcanzar significación estadística y los 
niveles de almidón mostraron un ligero incremento, no significativo. Cambios similares en 
los niveles foliares de carbohidratos se han encontrado en trigo de primavera cultivado en 
el campo empleando el sistema FACE (Nie et al., 1995b), aunque a diferencia de nuestros 
resultados, en este estudio los niveles de almidón aumentaron notablemente. Un mayor 
contenido de almidón ha sido también encontrado en trigo de invierno en condiciones de 
CO2 elevado (Sicher & Bunce, 1997). En cuanto al patrón de acumulación de 
carbohidratos en la hoja bandera de plantas de trigo crecidas en cámaras de gradiente de 
temperatura a la emergencia de la espiga, la sacarosa fue el carbohidrato acumulado en 
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mayor medida; y aún a pesar de que la acumulación de fructanos fue menor, sus niveles 
fueron elevados a ambos niveles de CO2 de crecimiento; más aún en plantas crecidas en 
condiciones de CO2 elevado. Sin embargo, los niveles de almidón fueron muy bajos 
comparados con los carbohidratos antes mencionados; cambios similares en el patrón de 
acumulación de estos azúcares han sido encontrados en estudios previos con trigo en el 
campo (Nie et al., 1995b; Pérez et al., 2005), lo que refleja la estrategia normal de 
almacenaje en esta especie vegetal. 
En estadios avanzados del desarrollo, 12 días después de la antesis, en la anualidad del 
2004, la acumulación de carbohidratos -hexosas, sacarosa, fructanos y almidón- en la hoja 
bandera fue notablemente mayor que en etapas más jóvenes del crecimiento, en la 
emergencia de la espiga. Resultados que contrastan con los descensos encontrados en los 
niveles de fructanos y almidón en plantas de trigo crecidas en el campo en el estadio del 
cultivo correspondiente a la antesis (Nie et al., 1995b), aunque el contenido foliar de 
sacarosa sí que aumentó. Un incremento de los niveles de azúcares en la hoja en etapas 
más avanzadas del crecimiento de la planta sugiere que en ausencia de sumideros potentes 
que demanden fotoasimilados tiene lugar una acumulación foliar de los mismos (Drake et 
al., 1997; Moore et  al., 1999; Farrar & Williams, 1991; Allen et al., 1988; Delgado et al., 
1994; Jacob et al., 1995). A su vez, podría ser sintomático de una mayor deficiencia 
nutricional inherente al desarrollo y envejecimiento de la planta, ya que la aceleración del 
crecimiento y el aumento de biomasa a [CO2] elevadas podrían facilitar la limitación 
nutricional de la planta (Stitt & Krapp, 1999) y se sabe que la deficiencia en nitrógeno 
conduce a una mayor acumulación de carbohidratos (Stitt et al., 2002; Scheible et al., 
2004). Sin embargo, el crecimiento prolongado a concentraciones elevadas de CO2 no 
condujo a cambios significativos en los niveles de carbohidratos respecto a las plantas 
crecidas a concentraciones ambientales. En un estudio previo con trigo de primavera, 
cultivado en condiciones similares a las descritas en el presente trabajo de investigación, se 
ha observado también que el incremento del contenido foliar de carbohidratos no 
estructurales causado por el crecimiento prolongado en condiciones de CO2 elevado a la 
emergencia de la espiga desapareció después de la antesis (Pérez et al., 2005). Es también 
destacable que la mayor acumulación de sacarosa y fructanos encontrada a la emergencia 
de la espiga, no sólo no ha sido observada después de la antesis en plantas crecidas en CO2 
elevado, sino que los niveles de dichos carbohidratos tendieron a disminuir sin llegar a 
alcanzar significación estadística, posiblemente consecuencia de la mayor provisión de 




condiciones mencionadas (Stitt & Krapp, 1999). Resultados opuestos al incremento del 
contenido foliar de sacarosa y fructanos encontrado en la hoja bandera del trigo en un 
estadio similar de desarrollo del cultivo empleando el sistema FACE  (Nie et al., 1995b). 
En la anualidad del 2006, en ambos estadios del desarrollo foliar del trigo -emergencia 
de la espiga y antesis- , los niveles de carbohidratos fueron sustancialmente más elevados 
que en la anualidad del 2004. Como ya se ha indicado en el capítulo de materiales y 
métodos (apartado 3.2), en la anualidad del 2006, se evitó el abonado de fondo con 
fertilizante nitrogenado, con el fin de conseguir diferencias más notables entre los 
tratamientos de abundancia y deficiencia en dicho nutriente, por lo que la mayor 
acumulación de carbohidratos en las plantas de trigo en esta anualidad podría atribuirse a 
una deficiencia nutricional más intensa respecto a la experimentación desarrollada en el 
2004. A esta apreciación, podría también unirse un crecimiento ligeramente más acelerado 
en esta última anualidad respecto a la del 2004, consecuencia de las condiciones 
climatológicas inherentes a la primavera del 2006. Aunque la mayor limitación en 
nitrógeno en las plantas de trigo de la experimentación del 2006 se puso de manifiesto, no 
sólo por la mayor acumulación de carbohidratos foliares, sino también por el menor 
contenido de nitrato foliar encontrado, de manera generalizada, en la hoja bandera del trigo 
independientemente del factor ambiental objeto de estudio.  
En estadios tempranos del desarrollo foliar del trigo, emergencia de la espiga, en la 
anualidad del 2006, el crecimiento en CO2 elevado condujo a una mayor acumulación de 
carbohidratos de reserva en consonancia con los resultados obtenidos en trigo en otros 
estudios (Nie et al., 1995b; Pérez et al., 2005). En relación con la anualidad del 2004, los 
niveles de fructanos aumentaron significativamente; si bien los de sacarosa, aunque 
aumentaron, no llegaron a alcanzar significación estadística. Los mayores niveles de 
sacarosa, junto con los de fructanos, encontrados en la hoja bandera del trigo reflejan la 
estrategia normal de almacenaje de carbono de esta especie vegetal y la similitud de los 
resultados entre ambas anualidades. Las concentraciones foliares de glucosa, fructosa y 
almidón mostraron interacciones significativas con alguno de los factores ambientales. El 
crecimiento en CO2 elevado disminuyó notablemente el contenido de estas hexosas en 
plantas crecidas a temperaturas ambientales, y redujo también los niveles de glucosa en 
condiciones de abundancia en nitrógeno, sugiriendo que, en ambos casos, tuvo lugar un 
mayor uso de esqueletos carbonados para la incorporación del nitrógeno inorgánico en 
compuestos orgánicos, necesarios para el mantenimiento de un crecimiento más acelerado 
respecto a las plantas crecidas a [CO2] ambientales (Stitt, 1991).  
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Además, otra de las interacciones, puso de manifiesto que en plantas deficientes en 
nitrógeno, el CO2 elevado aumentó notablemente los niveles de almidón, consecuencia del 
descenso de la concentración foliar de nitrato encontrada en dichas condiciones, que 
estimularía la síntesis de almidón por inducción de la expresión génica de alguno de los 
genes que codifica la ADP-glucosa pirofosforilasa (Scheible et al., 1997a).    
En estadios más avanzados del desarrollo foliar del trigo, 15 dda, en la anualidad del 
2006, la acumulación de carbohidratos en la hoja bandera del trigo fue también mayor que 
en etapas más jóvenes del crecimiento del cultivo, al igual que en la anterior anualidad. El 
crecimiento en CO2 elevado incrementó el contenido de almidón y también los niveles de 
glucosa en plantas crecidas a temperaturas superiores a las ambientales, resultados 
atribuibles al descenso notable de la concentración de nitrato foliar en las mencionadas 
condiciones, indicativo de una deficiencia en nitrógeno más acentuada y posiblemente una 
mayor limitación en la provisión de compuestos orgánicos nitrogenados con la 
consiguiente acumulación de carbohidratos (Scheible et al., 1997a; Geiger et al., 1999; 
Scheible et al., 2004; Fritz et al., 2006b). 
El crecimiento a temperaturas 2 ºC superiores a las ambientales, a la emergencia de la 
espiga, en la anualidad del 2004, disminuyó los niveles de sacarosa y almidón y tendió a 
disminuir, sin llegar a alcanzar significación estadística, los niveles de fructanos. Cambios 
similares en los niveles de azúcares han sido encontrados previamente en las mismas 
condiciones de crecimiento (Pérez et al., 2005). Resultados que concuerdan con la 
apreciación indicada por Morison & Lawlor (1999) de que la elevación de la temperatura 
podría conducir a una estimulación de la velocidad de desarrollo ontogénico, del 
crecimiento foliar y la acumulación de biomasa en las plantas, que se acompañaría de un 
descenso del contenido de carbohidratos. Disminución que podría también ser atribuible al 
incremento de la tasa respiratoria con la temperatura elevada y el consiguiente consumo de 
carbohidratos en la glicólisis y respiración mitocondrial (Tjoelker et al., 1999; Atkin et al., 
2000). La reducción observada de los niveles foliares de almidón podría asociarse a la 
regulación a nivel transcripcional de esta ruta biosintética por carbohidratos, ya que existen 
evidencias de que la sacarosa y la glucosa aumentan la expresión de varios genes de la 
ADP-glucosa pirofosforilasa en plantas (Salanoubat & Belliard, 1989; Müller-Röber et al., 
1990; Krapp & Stitt, 1995). La disminución de la concentración foliar de sacarosa a 
temperaturas elevadas podría conducir a un descenso de transcritos del gen que codifica la 
subunidad reguladora de la AGPasa foliar con la reducción consiguiente de la síntesis de 




3PGA también disminuyeron significativamente en plantas crecidas a temperaturas 
elevadas, y un descenso de la concentración de dicho metabolito podría también limitar la 
actividad AGPasa, por ser un activador alostérico del enzima (Kleczkowski et al., 1993), 
previniendo la estimulación de la síntesis de almidón. Scheible et al. (1997a) señalaron que 
una inhibición preferencial de la síntesis de almidón y mantenimiento de niveles elevados 
de azúcares durante la asimilación de nitrato puede ser importante en plantas superiores 
porque la exportación y uso de aminoácidos depende de la producción y exportación 
simultánea de sacarosa. 
En estadios avanzados del cultivo, 12 días después de la antesis, en la anualidad del 
2004, el crecimiento a temperaturas superiores a las ambientales redujo significativamente 
los niveles de carbohidratos de almacenaje, almidón y fructanos, mientras que los de 
sacarosa no fueron modificados. Un descenso en el contenido de carbohidratos ha sido 
encontrado en plantas que crecen a temperaturas cálidas (Rowland- Bamford et al., 1996). 
La aceleración del crecimiento previsible a temperaturas elevadas y la mayor demanda de 
los órganos en desarrollo conducirían a una atenuación de la biosíntesis de almidón y 
fructanos, para facilitar la exportación de sacarosa y el mantenimiento de la asimilación de 
nitrato, necesarios para el crecimiento y desarrollo vegetal (Morison & Lawlor, 1999; 
Scheible et al., 1997a). 
En la anualidad del 2006, a la emergencia de la espiga, el crecimiento a temperaturas 
superiores a las ambientales también redujo significativamente los niveles foliares de 
sacarosa, al igual que en la anualidad anterior. Sin embargo, los niveles de glucosa y 
fructosa variaron en interacción con el CO2 de crecimiento y con el suministro de 
nitrógeno, poniendo de manifiesto que la temperatura elevada redujo los niveles de estas 
hexosas en plantas crecidas en [CO2] ambientales; y también en aquellas crecidas con 
abundancia de nitrógeno, indicando, en ambos casos, que la aceleración del crecimiento a 
temperaturas elevadas facilitaría el uso de carbohidratos (Stitt et al., 2002). En estadios 
avanzados del desarrollo foliar del trigo, 15 dda, en dicha anualidad, los efectos se 
atenuaron con respecto al estadio anterior, ya que la temperatura elevada únicamente 
aumentó los niveles de glucosa en plantas crecidas en CO2 elevado, posiblemente debido a 
la aceleración de crecimiento en dichas condiciones, y reflejado por la tendencia a la 
disminución de los carbohidratos de reserva (Sttit, 1991).  
Finalmente, nuestros resultados mostraron que, a la emergencia de la espiga, en la 
anualidad del 2004, en plantas crecidas con abundancia de nitrógeno tendieron a disminuir 
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los niveles de sacarosa y fructanos y a aumentar los de fructosa, sin llegar a alcanzar 
significación estadística, mientras que los de almidón apenas variaron. Sin embargo, los 
niveles de glucosa aumentaron significativamente. La abundancia de nitrógeno aumentó 
también los niveles de glucosa en plantas de tabaco cultivadas con nitrógeno abundante, 
pero, a diferencia de los resultados encontrados con trigo, disminuyó significativamente los 
niveles de almidón, mientras que los de sacarosa apenas variaron con el nitrógeno (Fritz et 
al., 2006b). En contraste, en otro estudio con cultivos hidropónicos de tabaco, la 
fertilización nitrogenada aumentó significativamente los niveles de sacarosa, mientras que 
aumentó las hexosas y disminuyó el almidón (Geiger et al., 1999). Resultados que 
muestran que para la misma especie vegetal el patrón de acumulación de carbohidratos, 
aunque muy similar, varió en la extensión en la que la sacarosa fue acumulada 
dependiendo de la disponibilidad de nitrógeno (Geiger et al., 1999; Fritz et al., 2006b). 
Ello hace suponer que en nuestro experimento las plantas fertilizadas con niveles inferiores 
de nitrógeno, no mostraron una deficiencia acusada en dicho nutriente, hasta el punto de 
que los niveles de almidón no aumentaron como se ha puesto de manifiesto en plantas de 
tabaco deficientes en dicho nutriente (Geiger et al., 1999; Fritz et al., 2006b) o en plántulas 
de Arabidopsis en cultivos líquidos (Scheible et al., 2004); alternativamente podría ser 
indicativo de la acumulación preferente de fructanos y sacarosa en esta especie vegetal 
(Morcuende et al., 2004a,b; Pérez et al., 2005; Gutiérrez et al., 2010). El descenso de 
carbono total encontrado en plantas crecidas con nitrógeno abundante sugiere que en 
abundancia de dicho nutriente prevalece la exportación del carbono para mantener una 
asimilación de nitrógeno aumentada (Stitt et al., 2002).  
En estadios avanzados del desarrollo foliar del trigo, 12 dda en la anualidad del 2004, el 
patrón de acumulación de carbohidratos en la hoja bandera del trigo fue muy similar al 
observado en etapas tempranas del desarrollo, salvo que en este caso, también el aumento 
de los niveles foliares de fructosa, con la adición de más nitrógeno, alcanzó significación 
estadística. Un aumento de hexosas en las primeras horas del fotoperiodo ha sido 
encontrado con abundancia de nitrógeno en plantas de tabaco (Fritz et al., 2006b). 
En la hoja bandera del trigo en la anualidad del 2006, a la emergencia de la espiga, la 
abundancia de nitrógeno modificó los niveles de ambas hexosas en interacción con la 
temperatura, y los de glucosa en interacción con el CO2 de crecimiento, poniendo de 
manifiesto que la abundancia de nitrógeno aumentó los niveles foliares de las hexosas en 
plantas crecidas a temperaturas ambientales; e incrementó el contenido de glucosa en 




consecuencia de una velocidad de crecimiento ralentizada a temperaturas ambientales, en 
el primer caso, y a [CO2] ambientales, en el segundo, con respecto a dichos factores 
elevados (Geiger et al., 1999; Stitt et al., 2002; Fritz et al., 2006b).  
Además, aunque los niveles de sacarosa y fructanos no fueron modificados 
significativamente por la adición de nitrógeno al suelo, el contenido en almidón varió con 
el CO2 de crecimiento, mostrando que en plantas crecidas en CO2 elevado, la abundancia 
de nitrógeno redujo los niveles de dicho carbohidrato, resultados que reflejan el papel del 
nitrato en la regulación de la biosíntesis de almidón (Scheible et al., 1997a) y que, a 
diferencia de la anualidad anterior, sugieren que las plantas suministradas con bajo aporte 
en nitrógeno mostraron una deficiencia más acusada en dicho nutriente, como se puso de 
manifiesto en otros estudios (Geiger et al., 1999; Fritz et al., 2006b; Scheible et al., 2004). 
Posiblemente, debido a la mayor diferencia en el estado nitrogenado de las plantas de trigo 
en la anualidad del 2006, hubo una alteración más acentuada de la relación C/N en las 
diferentes condiciones ambientales, que se puso de manifiesto por el incremento de las 
interacciones entre factores ambientales. En estadios más avanzados del desarrollo -15 
dda-, en esta última anualidad -2006-, la abundancia de nitrógeno no modificó 
significativamente los niveles foliares de carbohidratos, cambios similares a los observados 
por Pérez et al. (2005).   
En definitiva, los resultados de los carbohidratos entre las diferentes anualidades y 
estadios de desarrollo muestran evidencias de la existencia de  ciertas variaciones entre 
anualidades o estaciones (Batts et al., 1998; Ziska et al., 1996), con el suministro de 
nitrógeno y las condiciones climatológicas (Mitchell et al., 1993, 1996; Ziska et al., 1996), 
que a su vez tendrán influencia en la asimilación del nitrógeno (Lewis et al., 2000). 
5.5. La actividad nitrato reductasa es diferencialmente regulada en 
respuesta a los diferentes factores ambientales  
El nitrógeno es esencial para el crecimiento de las plantas (Marschner, 1995). Se 
requiere para la síntesis de nucleótidos y aminoácidos, los cuales son los precursores de 
una amplia variedad de compuestos, entre los que se incluyen proteínas, ácidos nucleicos, 
pigmentos, cofactores, metabolitos secundarios, etc., los cuales desempeñan papeles 
diversos en la señalización, como componentes estructurales y en mecanismos de 
adaptación (Tschoep et al., 2009). En la mayoría de las plantas de cultivo, no leguminosas, 
la hoja es el órgano dominante para la síntesis y distribución de aminoácidos, empleándose 
la energía y esqueletos carbonados producidos en la fotosíntesis para asimilar el nitrógeno 
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inorgánico en compuestos orgánicos. El principal punto de control en la coordinación de la 
asimilación primaria del carbono y nitrógeno en hojas es la nitrato reductasa, que controla 
el flujo en la asimilación de nitrógeno (Foyer et al., 2003) y cataliza la reducción de nitrato 
a nitrito, que es posteriormente transformado a amonio por la acción concertada del enzima 
nitrito reductasa (Crawford, 1995). 
En nuestro experimento, en las primeras horas de luz, en torno a las 4 horas después del 
comienzo del fotoperiodo, el crecimiento en CO2 elevado tendió a aumentar, sin llegar a 
alcanzar significación estadística, la actividad NR en la hoja bandera del trigo en etapas 
tempranas del desarrollo -emergencia de la espiga- en la anualidad 2004, aún a pesar de la 
mayor acumulación de carbohidratos encontrada en plantas crecidas en dichas condiciones, 
resultados contrarios al descenso observado por Hocking & Meyer (1991). Estudios 
realizados con diferentes especies vegetales, en los que fueron empleados distintos 
sistemas experimentales para la elevación de los niveles atmosféricos de CO2, no muestran 
evidencias convincentes de que la actividad NR sea incrementada. Mientras que el CO2 
elevado condujo a un ligero aumento de actividad en plantas de mostaza (Maevskaya et al., 
1990), Plantago major (Fonseca et al., 1997), Vigna radiata (Sharma & Sen Gupta, 1990) 
y plántulas de tabaco (Geiger et al., 1998), produjo un descenso en trigo (Hocking & 
Meyer, 1991), cebada (Sicher, 2001) y tabaco en cultivos hidropónicos (Ferrario-Mery et 
al., 1997). Sin embargo, Geiger et al. (1998) mostraron que aunque las concentraciones 
elevadas de CO2 no incrementaron significativamente la actividad NR en hojas de tabaco 
en el momento de máxima fotosíntesis, sí que modificaron la regulación diurna del enzima, 
permitiendo una mayor actividad en la última parte del periodo luminoso y durante la 
noche. Proponiéndose que dicha modificación facilitaría el ajuste de la absorción y 
asimilación del nitrógeno mineral cuando exista una mayor demanda de nitrógeno como 
consecuencia de la aceleración del crecimiento previsible en CO2 elevado. Una alteración 
similar de los cambios diurnos de la actividad NR ha sido observada en trigo cultivado en 
condiciones análogas a las descritas en la presente experimentación (Morcuende et al., 
2004b; Gutiérrez et al., 2010). Nuestros resultados evidencian la gran variabilidad 
encontrada en la respuesta de la actividad NR en condiciones de CO2 elevado, aún a pesar 
de que el suministro de carbohidratos estimula la asimilación de nitrato (Scheible et al., 
1997b; Morcuende et al., 1998). Pues los azúcares aumentan la expresión de la NR (Cheng 
et al., 1992; Vincentz et al., 1993; Krapp et al., 1993; Krapp & Stitt, 1995), la actividad y 
la activación post-traduccional del enzima (Kaiser & Huber, 1994; Huber et al., 1996; 




regulación diurna de los niveles de transcritos y de la actividad, que son el resultado de 
complejos mecanismos que afectan a la actividad, la expresión del enzima y los niveles de 
proteína (Galangau et al., 1988), cualquier cambio en los niveles de carbohidratos y 
metabolitos del nitrógeno desempeñará un papel importante en su regulación (Nussaume et 
al., 1995; Scheible et al., 1997a). 
En nuestras condiciones, la explicación más plausible de por qué el CO2 elevado no 
llegó a aumentar significativamente la actividad NR, aún a pesar del incremento de 
carbohidratos, se asoció a la disponibilidad de nitrato, puesto que el crecimiento en dichas 
condiciones disminuyó notablemente el contenido foliar del mismo, el cual es un potente 
activador de la expresión del enzima (Hoff et al., 1994; Crawford, 1995; Scheible et al., 
1997c). Un descenso en nitrato y en la concentración total de nitrógeno en plantas crecidas 
en CO2 elevado ha sido encontrado frecuentemente (Coleman et al., 1991; Pettersson et al., 
1993; Pettersson & MacDonald, 1994; Ferrario-Mery et al., 1997; Luo et al., 2004; 
Ainsworth et al., 2007).  
En estadios avanzados del desarrollo foliar del trigo en la anualidad del 2004, 12 días 
después de la antesis, el crecimiento en CO2 elevado modificó la actividad nitrato 
reductasa en interacción con el suministro de nitrógeno mostrando que a [CO2] elevadas la 
actividad NR disminuyó en plantas crecidas con nitrógeno abundante y aumentó en plantas 
deficientes en dicho nutriente. El primero de los efectos podría atribuirse al descenso 
significativo del contenido foliar de nitrato encontrado en plantas crecidas en CO2 elevado 
y abundancia de nitrógeno respecto a aquellas crecidas a concentraciones ambientales de 
CO2, y por tanto, habría una menor inducción de la expresión del enzima (Vincentz et al., 
1993; Scheible et al., 1997a; Wang et al., 2000, 2003; Scheible et al., 2004). Mientras que 
el segundo de los efectos podría ser el resultado del concurso de varios mecanismos de 
regulación de la NR, ya que en plantas deficientes en nitrógeno el CO2 elevado incrementó 
ligeramente los niveles de nitrato y redujo los de glutamina, lo que facilitaría la actividad 
de la NR (Vincentz et al., 1993; Morcuende et al., 1998). Así mismo, en dichas 
condiciones tuvo lugar un pequeño incremento de los niveles foliares de glucosa, que se 
sabe que aumenta la expresión, la actividad y el estado de activación del enzima (Cheng et 
al., 1992; Morcuende et al., 1998), favoreciéndose en definitiva un aporte extra de carbono 
sobre las elevadas concentraciones de carbohidratos encontradas en la hoja bandera del 




El crecimiento en CO2 elevado a la emergencia de la espiga en la anualidad del 2006 
modificó la actividad NR en interacción con la temperatura de crecimiento. Cambios que 
pusieron de manifiesto que en plantas crecidas a temperaturas ambientales, el CO2 elevado 
aumentó la actividad del enzima, efecto que podría asociarse al mayor contenido de 
carbohidratos a temperaturas ambientales, en especial glucosa, que al igual que la sacarosa 
aumentan la actividad del enzima (Morcuende et al., 1998). Sin embargo, 15 días después 
de la antesis, la actividad nitrato reductasa no varió con el CO2 de crecimiento, indicando, 
por tanto, que los cambios observados en estadios tempranos del desarrollo foliar del trigo 
en la anualidad del 2006 desaparecieron en etapas posteriores del crecimiento del cultivo; a 
diferencia de las variaciones encontradas en la anualidad del 2004. La variabilidad 
encontrada entre anualidades podría derivarse de la acentuación de la deficiencia 
nutricional en la experimentación del 2006 que podría conducir a un acortamiento del 
periodo de crecimiento o una  senescencia foliar más temprana respecto a la anualidad del 
2004 (Morison & Lawlor, 1999). 
A la emergencia de la espiga en la anualidad del 2004 en plantas crecidas a 
temperaturas 2 ºC superiores a las ambientales, la actividad NR disminuyó 
significativamente. Esta pérdida de actividad se asoció con el descenso del contenido foliar 
de sacarosa, a pesar de que los niveles de Gln fueron también disminuidos en las hojas del 
trigo en dichas condiciones. Existen evidencias de que la Gln reprime la expresión de la 
NR (Vincentz et al., 1993; Hoff et al., 1994) y disminuye la actividad y el estado de 
activación del enzima (Morcuende et al., 1998), por lo que un descenso de los niveles de 
dicho metabolito podría facilitar el incremento de la actividad del enzima. Mientras que la 
sacarosa ejercería el efecto contrario a nivel de expresión, actividad y activación de la NR 
(Vincentz et al., 1993; Kaiser & Huber, 1994; Morcuende et al., 1998). Sin embargo, 
Morcuende et al. (1998) mostraron que cuando la sacarosa y la Gln son suministradas 
conjuntamente a hojas cortadas de tabaco el efecto en la actividad y el estado de activación 
de la NR fue antagónico al de la Gln, prevaleciendo el efecto de la sacarosa. Estos cambios 
justificarían el descenso de actividad NR encontrado en plantas crecidas a temperaturas 
superiores a las ambientales. Un mecanismo alternativo, no descrito hasta el momento para 
las plantas crecidas a temperaturas superiores a las ambientales, podría también explicar 
este descenso de actividad NR, y será indicado más adelante (ver apartado 5.6). 
En etapas más avanzadas del desarrollo foliar del trigo, 12 dda, en la anualidad del 
2004, en plantas crecidas a temperaturas elevadas la actividad nitrato reductasa tendió a 




significativo en el contenido foliar de nitrato encontrado en las mencionadas condiciones 
(Scheible et al., 1997a; Stitt, 1999). Los niveles de Gln también disminuyeron, aspecto que 
favorecería el incremento de actividad del enzima (Vincentz et al., 1993; Morcuende et al., 
1998); sin embargo, el contenido foliar de sacarosa, a diferencia del descenso encontrado 
en etapas tempranas del desarrollo, no fue modificado con la elevación de la temperatura 
de crecimiento y sus niveles notablemente superiores a los encontrados en el estadio 
previo, lo que podría facilitar que la pérdida de actividad fuese más atenuada que en la 
emergencia de la espiga. 
En la experimentación realizada en la anualidad del 2006, en etapas tempranas del 
desarrollo foliar del trigo -emergencia de la espiga-, la temperatura elevada diminuyó la 
actividad NR, al igual que en la anualidad del 2004, pero en interacción con el CO2 de 
crecimiento, mostrando que la elevación de la temperatura disminuyó la actividad del 
enzima en plantas crecidas en condiciones de CO2 elevado atribuible al descenso de la 
concentración foliar de nitrato que conduciría a una inhibición de la expresión génica del 
enzima y posiblemente un menor contenido proteico y actividad NR (Scheible et al., 
1997a,b). En estadios avanzados del desarrollo -15 dda- la actividad NR fue modificada en 
interacción con la adición de nitrógeno al suelo, poniendo de manifiesto que en plantas 
deficientes en nitrógeno, el crecimiento a temperaturas elevadas redujo la actividad NR, 
cambios que podrían asociarse a la pérdida de nitrato foliar, con la consiguiente inhibición 
en la expresión del enzima (Vincentz et al., 1993; Scheible et al., 1997a; Geiger et al., 
1998; Forde & Clarkson, 1999; Stitt, 1999).   
En plantas crecidas con abundancia de nitrógeno en la emergencia de la espiga, en la 
anualidad del 2004, la actividad NR tendió a aumentar, sin llegar a alcanzar significación 
estadística. Se sabe que el nitrato induce la expresión de genes involucrados en su 
absorción, así como de los enzimas responsables de su reducción, nitrato y nitrito reductasa 
(Cheng et al., 1992; Koch, 1997; Crawford & Glass, 1998; Forde & Clarkson, 1999; Stitt, 
1999; Wang et al., 2000; Wang et al., 2003; Scheible et al., 2004) y ciertos genes 
involucrados en la asimilación posterior del nitrógeno en compuestos orgánicos 
nitrogenados (Wang et al., 2000; Wang et al., 2003; Scheible et al., 2004). En nuestro 
experimento el aumento de la disponibilidad de nitrato no se tradujo en un incremento del 
contenido foliar de nitrato en la hoja bandera del trigo, sugiriendo que tuvo lugar una 
inducción de la reducción del nitrato absorbido, facilitándose la canalización del nitrógeno 
y el carbono asimilado hacia la síntesis de aminoácidos, que condujo a un incremento de 
los niveles de aminoácidos mayoritarios, en especial, glutamina y se acompañó de un 
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aumento de los niveles foliares de otros compuestos orgánicos nitrogenados, como las 
proteínas y clorofila (ver apartado 5.7). De manera que en las primeras horas del 
fotoperiodo en plantas crecidas con nitrógeno abundante pudo tener lugar una 
retroinhibición de la expresión y la actividad NR, mediada por Gln (Vincentz et al., 1993; 
Hoff et al., 1994; Scheible et al., 1997b; Geiger et al., 1999; Morcuende et al., 1998). Un 
aumento significativo de la actividad NR ha sido encontrado en plantas de tabaco 
fertilizadas con nitrógeno abundante respecto a aquellas crecidas con deficiencia en dicho 
nutriente, si bien la adición de nitrato en las primeras fue diez veces superior a la de las 
segundas (Fritz et al., 2006b). En estadios avanzados del desarrollo foliar del trigo -12 dda- 
en la anualidad del 2004, la abundancia de nitrógeno modificó la actividad NR 
significativamente en interacción con el CO2 de crecimiento, poniendo de manifiesto que 
en plantas crecidas a [CO2] ambientales, la abundancia de nitrógeno incrementó la 
actividad NR, atribuible al incremento notable del contenido foliar de nitrato observado en 
dichas condiciones (Vincentz et al., 1993; Scheible et al., 1997a).  
Por su parte, en la experimentación realizada en la anualidad del 2006, a la emergencia 
de la espiga, al igual que en la anualidad del 2004, las plantas crecidas en abundancia de 
nitrógeno mostraron un ligero aumento de la actividad NR, no significativo, atribuible no 
sólo al incremento de nitrato, sino también al incremento del contenido foliar de glucosa 
(Morcuende et al., 1998). Además, en etapas más tardías del desarrollo -15 dda-, a 
diferencia de la anualidad del 2004, la abundancia de nitrógeno modificó la actividad NR 
en interacción con la temperatura de crecimiento, poniendo de manifiesto que en plantas 
crecidas a temperaturas ambientales, la abundancia de nitrógeno disminuyó dicha 
actividad, cambios que podrían asociarse al descenso de nitrato encontrado en dichas 
condiciones (Vincentz et al., 1993; Scheible et al., 1997a; Geiger et al., 1998; Forde & 
Clarkson, 1999; Stitt, 1999). 
Finalmente, es destacable mencionar que la NR está sujeta a una fuerte regulación post-
traduccional (Kaiser & Huber, 1994) que involucra la fosforilación del enzima y posterior 
unión, dependiente de magnesio, de una proteína inhibitoria del tipo 14-3-3 (Bachmann et 
al., 1996c; Moorhead et al., 1996). Proceso que puede ser monitorizado por valoración de 
la actividad del enzima en presencia o ausencia de magnesio, pudiendo detectarse la 
inactivación de la NR como un descenso en la sensibilidad a la inhibición por magnesio 
(Kaiser & Huber, 1994); y se sabe que los cambios rápidos en la actividad NR, asociados a 
modificaciones post-traduccionales, se superponen a cambios en la expresión del enzima. 




únicamente la elevación de la temperatura modificó el estado de activación en interacción 
con el CO2 de crecimiento, poniendo de manifiesto que en plantas crecidas en [CO2] 
ambientales, la temperatura elevada disminuyó el estado de activación del enzima. En 
dichas condiciones tuvo lugar un descenso significativo de los niveles de Gln, que 
facilitaría la activación de la NR (Morcuende et al., 1998), sin embargo, los niveles de 
sacarosa también disminuyeron, pasando de 28,81 µmol·g PF
-1
 en plantas crecidas a 
temperaturas ambientales a 23,92 µmol·g PF
-1
 en plantas crecidas a temperaturas 2 ºC 
superiores. La interrelación de efectos entre compuestos nitrogenados y del carbono 
modificó el estado de activación de la NR. Teniendo en consideración la apreciación 
indicada con anterioridad empleando como sistema experimental las incubaciones de hojas 
cortadas de tabaco (Morcuende et al., 1998), cuando ambos metabolitos fluctúan 
conjuntamente, predominarían aquellos efectos asociados a la sacarosa. Además, Kaiser & 
Spill (1991) propusieron que estos cambios rápidos en la actividad NR están posiblemente 
relacionados con la disponibilidad de azúcares. Los cambios descritos en el estado de 
activación de la NR a la emergencia de la espiga desaparecieron 12 dda en la anualidad del 
2004.  
En la experimentación desarrollada en el 2006, a la emergencia de la espiga, la 
temperatura elevada modificó el estado de activación de la NR en interacción con el CO2 
de crecimiento y también con el suministro de nitrógeno, poniendo de manifiesto, en la 
primera de las interacciones, que la elevación de la temperatura disminuyó el estado de 
activación del enzima en plantas crecidas en CO2 elevado, y, en la segunda, que en plantas 
deficientes en nitrógeno, la elevación de la temperatura redujo el estado de activación de la 
NR. En ambas condiciones tuvo lugar una reducción del contenido foliar de nitrato, y 
aunque no existen evidencias convincentes de que el nitrato afecte al estado de activación 
de la NR (Morcuende et al., 1998), sí que parece prevenir los descensos del enzima 
asociados al recambio de proteína (Ferrario et al., 1995, 1996). Por lo que la explicación 
más plausible para justificar la disminución del estado de activación de la NR podría ser 
atribuible, en el primero de los casos, al ligero descenso de los niveles foliares de sacarosa 
encontrado en plantas crecidas a [CO2] y temperatura elevados -47,94 µmol·g PF
-1
- 
respecto a aquellas crecidas a [CO2] elevadas y temperaturas ambientales -52,02 µmol·g 
PF
-1
-, sugiriendo que en aquellas condiciones en las que la sacarosa se acumula en gran 
medida, una ligera variación en sus niveles foliares podría sentirse con mucha mayor 
facilidad y, en el segundo de los casos, a la disminución de los niveles de sacarosa en 
plantas deficientes en nitrógeno y temperatura elevada -44,18 µmol·g PF
-1
- respecto a 
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aquellas crecidas a temperaturas ambientales -50,64 µmol·g PF
-1
-; que facilitaría la 
manifestación de los efectos descritos en el estado de activación del enzima (Vincentz et 
al., 1993; Morcuende et al., 1998; Stitt et al., 2002). Además, en plantas crecidas a 
temperaturas elevadas, el CO2 elevado disminuyó el estado de activación de la NR. En 
dichas condiciones tuvo también lugar una pérdida de nitrato foliar, pero posiblemente la 
interrelación de señales entre el carbono y nitrógeno desencadenaría el efecto descrito. 
La disponibilidad de nitrógeno modificó el estado de activación del enzima, mostrando 
que en plantas crecidas a temperaturas ambientales, la abundancia de nitrógeno disminuyó 
el estado de activación de la NR, y aunque se observó un descenso en el contenido de 
nitrato en dichas condiciones, el efecto descrito podría asociarse al incremento de los 
niveles foliares de Gln, los cuales aumentaron en plantas crecidas a temperaturas 
ambientales y abundancia de nitrógeno -4,70 µmol·g PF
-1
- respecto a aquellas crecidas a 
temperaturas ambientales y deficiencia en nitrógeno -3,18 µmol·g PF
-1
-; aspecto que 
contribuiría a la menor activación del enzima (Scheible et al., 1997b; Morcuende et al., 
1998).  
Finalmente, en estadios avanzados del desarrollo foliar del trigo -15 dda- en la 
anualidad del 2006, los efectos descritos en la activación de la NR a la emergencia de la 
espiga en interacción entre los diferentes factores ambientales desparecieron, únicamente 
la activación del enzima aumentó en plantas crecidas a temperaturas elevadas, condiciones 
en las que tuvo lugar una reducción significativa del contenido proteico foliar. 
Posiblemente, la concentración de NR también disminuyó, por lo que requeriría una mayor 
activación del enzima para el mantenimiento de la asimilación del nitrógeno, a lo que 
contribuiría tanto el descenso significativo de los niveles foliares de Gln, como el aumento 
de glucosa encontrado en dichas condiciones (Morcuende et al., 1998). 
5.6. Los factores ambientales modulan los flujos de intermediarios de 
la glicólisis y del ciclo de los ácidos orgánicos proporcionando 
precursores para la biosíntesis de compuestos orgánicos nitrogenados  
Se ha mencionado con anterioridad que la reducción de nitrato constituye la ruta 
principal por la que el nitrógeno inorgánico es incorporado en compuestos orgánicos en 
plantas superiores (Stitt et al., 2002), y que la producción de carbono reducido en la 
fotosíntesis, y su reoxidación en la respiración, son necesarias para producir la energía y 
esqueletos carbonados requeridos para la incorporación de nitrógeno inorgánico en 




es regulada en respuesta al estado nitrogenado y de carbono de la planta (Marschner, 1995; 
Stitt & Krapp, 1999); y muestra una compleja interacción con el metabolismo del carbono 
que proporciona ácidos orgánicos. Entre éstos destacan el malato, que actúa como 
contrarrestador aniónico para prevenir la alcalinización durante la asimilación de nitrógeno 
(Martinoia & Rentsch, 1994; Scheible et al., 2000) y el 2-OG que se utiliza como aceptor 
primario de grupos amino en la reacción catalizada por la GOGAT (Heldt, 1997), y otros 
intermediarios fosforilados que se requieren en las rutas biosintéticas de diferentes 
aminoácidos (Stitt et al., 2002) y de otros compuestos importantes para la planta.  
En la hoja bandera del trigo a la emergencia de la espiga de la anualidad del 2004, los 
niveles de intermediarios fosforilados y ciertos ácidos orgánicos mostraron un patrón de 
acumulación diferente dependiendo de los factores ambientales objeto de estudio, aunque 
todas las condiciones experimentales, tanto el crecimiento en CO2 elevado como la 
temperatura elevada o la abundancia de nitrógeno, incrementaron la razón G6P/F6P, 
indicativa de la compartimentalización citosólica de las hexosas-P.  Estudios con espinaca 
y cebada han mostrado evidencias de una localización preferente de las hexosas-P en el 
citosol (Stitt et al., 1980; 1985; Gerhardt et al., 1987).  
Se ha indicado con anterioridad que en plantas crecidas a [CO2] elevadas los 
carbohidratos, en especial sacarosa y fructanos, se acumularon de forma notable (ver 
apartado 5.4), condiciones en las que aumentaron también ligeramente los niveles foliares 
de ATP y el contenido del total de hexosas-P -sumatorio de G6P, G1P y F6P-. Si bien los 
niveles de 3PGA disminuyeron significativamente y los de malato tendieron a disminuir, 
mientras que el contenido de 2-OG y UDP-glucosa no fue modificado por el CO2 de 
crecimiento. Son varios los estudios que han demostrado que la acumulación de azúcares 
en las hojas, aunque no desencadenó alteraciones notables en los niveles de intermediarios 
metabólicos, sí que se acompañó de cambios selectivos de ciertos intermediarios claves, 
como un descenso de 3PGA y aumentos de ATP y hexosas-P. Variaciones que se han 
puesto de manifiesto empleando diferentes sistemas experimentales para conducir a la 
acumulación de carbohidratos foliares, bien por suministro de sacarosa vía corriente de 
transpiración (Krapp et al., 1991; Morcuende et al., 1997; Morcuende et al., 1998), por 
inhibición de la exportación de fotosintatos por enfriamiento o calentamiento del peciolo 
de la hoja (Mayoral et al., 1985; Krapp & Stitt, 1995), alteración del balance 
fuente/colector (Plaut et al., 1987; Sawada et al., 1990), así como en plantas transgénicas 
con capacidad disminuida para el cargado del floema (Stitt et al., 1991; Geigenberger et al., 
1996). Estudios que en su gran mayoría no investigaron los cambios en el metabolismo de 
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los ácidos orgánicos y del nitrógeno; a excepción del realizado por Morcuende et al. (1998) 
que puso de manifiesto que la sacarosa aumentó la asimilación de nitrato, e incrementó la 
síntesis de ácidos orgánicos desde los intermediarios de la glicólisis, induciendo el flujo del 
carbono y nitrógeno hacia la biosíntesis de aminoácidos. Nuestros resultados en plantas de 
trigo crecidas en [CO2] elevadas mostraron un patrón de acumulación de intermediarios 
fosforilados y glicolíticos muy similar al mostrado en hojas de tabaco incubadas con 
sacarosa, aunque los niveles de malato y 2-OG no aumentaron como en las incubaciones 
con sacarosa, en las que al evitarse la exportación, la acumulación de carbohidratos fue 
más drástica. Cambios similares a los nuestros con trigo en los niveles de malato han sido 
observados en plantas de cebada (Sicher et al., 2008) y en los de 2-OG en plantas de tabaco 
(Matt et al., 2001b) crecidas en condiciones de CO2 elevado.  
En definitiva, los cambios observados en los niveles de intermediarios fosforilados y 
ácidos orgánicos evidencian que la acumulación de azúcares en las hojas, ya sea por su 
suministro vía corriente de transpiración, por inhibición del transporte floemático, o el 
crecimiento en condiciones de CO2 elevado (Krapp & Stitt, 1995; Morcuende et al., 1996, 
1997, 1998), estimula la síntesis de ácidos orgánicos y el metabolismo del nitrógeno (ver 
apartado 5.7); y la inducción de las rutas respiratorias conduce a la disminución de 3-PGA 
y otros intermediarios glicolíticos y a un incremento en la formación de ATP (Stitt & 
Krapp, 1999). 
En estadios avanzados del desarrollo del cultivo -12 dda- en la anualidad del 2004, la 
razón G6P/F6P aumentó con el CO2 de crecimiento, mientras que, a diferencia de lo 
ocurrido en la emergencia de la espiga, la abundancia de nitrógeno disminuyó esta razón 
en plantas crecidas a temperaturas elevadas, un efecto atribuible, en cierta medida, a la 
mayor demanda de intermediarios fosforilados en condiciones en las que se favorecería un 
crecimiento más acelerado. El contenido foliar de hexosas-P en la hoja bandera del trigo 12 
dda fue menor que el encontrado en estadios tempranos del desarrollo. El crecimiento a 
[CO2] elevadas disminuyó significativamente los niveles de F6P, y ligeramente, sin llegar a 
alcanzar significación estadística, el del resto de hexosas-P, de manera que el total de 
hexosas-P tendió a disminuir respecto a las plantas crecidas a concentraciones ambientales 
de CO2, aproximadamente un 15%. La pauta de cambio del total de hexosas-P fue opuesta 
a la observada en etapas tempranas del desarrollo, posiblemente consecuencia de la menor 
tasa fotosintética encontrada en condiciones de CO2 elevado días después de la antesis, 
aunque no se descarta la contribución de otros mecanismos, como pueda ser una mayor 




mantuvieron de un modo similar al descrito y discutido en la emergencia de la espiga. 
Mientras que los niveles foliares de ATP tendieron a aumentar, los de 3PGA y malato 
mostraron un ligero descenso, y los de 2-OG y UDP-glucosa no fueron modificados por el 
CO2 de crecimiento. Resultados que ponen de manifiesto que, aún a pesar de que la 
acumulación de carbohidratos en plantas crecidas a [CO2] elevadas fue menor en estadios 
avanzados del desarrollo foliar del trigo respecto a aquellas crecidas a concentraciones 
ambientales de CO2, el resto de intermediarios fluctuaron de un modo similar en ambas 
concentraciones de CO2, facilitando la provisión de esqueletos carbonados requeridos para 
la asimilación del nitrógeno inorgánico en compuestos orgánicos nitrogenados, necesarios 
para el mantenimiento del crecimiento y la acumulación de biomasa (Stitt & Krapp, 1999; 
Stitt et al., 2002).    
En la experimentación realizada en el 2006, a la emergencia de la espiga, el 
crecimiento en CO2 elevado tendió a aumentar ligeramente los niveles foliares de hexosas-
P, ATP y UDP-glucosa, y a disminuir los de 2-OG y malato, sin alcanzar significación 
estadística, mientras que el contenido foliar de 3PGA fue disminuido significativamente. 
La pauta de cambio de los diferentes intermediarios metabólicos fue muy similar a la 
observada en la anterior anualidad, salvo ligeras variaciones en el índice de significación y 
en las concentraciones foliares valoradas tanto a niveles ambientales como elevados de 
CO2. Resultados que reflejan, que aún a pesar de la mayor deficiencia nutricional 
encontrada en las plantas de trigo en esta anualidad, y a la incidencia de las condiciones 
climatológicas ambientales inherentes a cada una de las anualidades, el efecto del 
crecimiento prolongado en condiciones de CO2 elevado en los intermediarios metabólicos 
mencionados, es un efecto robusto del CO2 en la interacción del metabolismo del carbono 
con el metabolismo de los ácidos orgánicos que proporciona esqueletos carbonados 
necesarios para la asimilación de nitrógeno (Scheible et al., 2000; Stitt et al., 2002). 
El crecimiento a [CO2] elevadas, en estadios avanzados del desarrollo foliar del trigo -
15 dda- en la anualidad del 2006, aumentó la razón G6P/F6P consecuencia del ligero 
incremento de los niveles foliares de G6P y descenso de los de F6P. En dichas 
condiciones, el contenido de G1P también se redujo, sin alcanzar significación estadística, 
de manera que el total de hexosas-P tendió a disminuir en niveles del orden de un 13% 
menores que los valorados en plantas crecidas a concentraciones ambientales de CO2. 
Además, mientras que los niveles foliares de ATP y 2-OG disminuyeron en plantas 
crecidas en condiciones de CO2 elevado, los de 3PGA, UDP-glucosa y malato tendieron a 
disminuir sin alcanzar significación estadística. En definitiva, no parece que los flujos de 
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intermediarios de la glicólisis y del ciclo de los ácidos orgánicos difieran en exceso 
respecto a aquellos descritos para un estadio de desarrollo similar en la experimentación 
realizada en la anualidad del 2004, aún a pesar de que la disponibilidad de nitrógeno fuera 
diferente entre ambas experimentaciones.  
La elevación de la temperatura de crecimiento en plantas de trigo a la emergencia de la 
espiga en la anualidad del 2004 condujo a un descenso del contenido foliar de ATP, 3PGA, 
UDP-glucosa y hexosas-P, principalmente de F6P, mientras que  los niveles de malato y 2-
OG incrementaron. La disminución del contenido foliar de hexosas-P en plantas crecidas a 
temperaturas elevadas podría asociarse al descenso de la acumulación de sacarosa 
observado en dichas condiciones (Morcuende et al., 1998), no atribuible a una limitación 
de la velocidad de fotosíntesis con el crecimiento a temperaturas 2 ºC superiores a las 
ambientales, como hemos indicado en el apartado 5.2. La limitación en la acumulación de 
sacarosa podría ser una consecuencia del incremento de la exportación de fotoasimilados 
asociado a un crecimiento acelerado previsible a temperaturas elevadas, o lo que es lo 
mismo consecuencia del ajuste metabólico de la planta para equilibrar la producción con la 
demanda de esqueletos carbonados, aumentando la tasa respiratoria en dichas condiciones 
(Tjoelker et al., 1999; Atkin et al., 2000). A la ralentización de la acumulación de sacarosa 
podría contribuir tanto la reducción de los sustratos para su síntesis, UDP-glucosa y F6P, 
como el descenso de los niveles de G6P -activador alostérico del enzima sacarosa fosfato 
sintasa y efector de los enzimas de interconversión de la SPS-, que se traduciría en una 
inhibición directa de la SPS y una activación de la SPS-quinasa que facilitaría la 
fosforilación e inactivación de la SPS (Weiner et al., 1993; Toroser & Huber, 1997; 
Toroser et al., 2000), enzima regulador de la biosíntesis de sacarosa. Sin embargo, la 
carencia de los resultados de actividad y del estado de activación de la SPS nos limita la 
evaluación de la contribución de los mecanismos propuestos. En conjunto, los cambios 
observados de intermediarios glicolíticos y ácidos orgánicos en plantas crecidas a 
temperaturas elevadas, como se ha indicado con anterioridad, sugieren que tuvo lugar un 
fuerte incremento del flujo del carbono desde la glicólisis hacia la síntesis de ácidos 
orgánicos y, por lo tanto, de las rutas respiratorias (Morcuende et al., 1998; Tjoelker et al., 
1999; Atkin et al., 2000). El aumento del contenido foliar de malato en la hoja bandera del 
trigo a las 4 horas después del comienzo de la luz podría estar asociado a una fuerte 
estimulación inicial de la asimilación del nitrógeno al comienzo del fotoperiodo (Scheible 
et al., 1997b; Matt et al., 2001a,b), puesto que es sabido que la asimilación de nitrato 




Rentsch, 1994). En un estudio sobre los cambios diurnos de la actividad NR en la hoja 
bandera del trigo, desarrollado en condiciones similares a las descritas en el presente 
trabajo de investigación, se ha puesto de manifiesto que en plantas crecidas a temperaturas 
elevadas la asimilación de nitrógeno fue más rápida, tras el inicio del fotoperiodo, que en 
aquellas crecidas a temperaturas ambientales (Morcuende et al., 2004b; Gutiérrez et al., 
2010). Además, en un estudio en el que se empleó la incubación de hojas de tabaco con 
malato en un amplio rango de condiciones como sistema experimental, Müller et al. (2001) 
ofrecieron evidencias de que tuvo lugar un descenso de actividad NR en respuesta a 
variaciones en los niveles foliares de malato en un rango fisiológico, que les permitió 
concluir que la actividad NR es disminuida cuando la velocidad de reducción de nitrato 
excede a la velocidad de exportación de malato desde la hoja (Müller et al., 2001; Stitt et 
al., 2002). En nuestro experimento el descenso de actividad NR que ha sido encontrado 
después de las 4 horas del comienzo del fotoperiodo en plantas crecidas a temperaturas 
elevadas podría también ser explicado por una inhibición de la actividad del enzima por 
malato, facilitándose un descenso de la asimilación de nitrato cuando se supere la 
velocidad de exportación de malato; si bien desconocemos la contribución de cada uno de 
los mecanismos posibles propuestos al control de la actividad NR en dichas condiciones 
(ver apartado 5.5), por lo que serán necesarias investigaciones más exhaustivas para 
dilucidar el posible predominio de alguno de ellos y, en especial, el papel del malato como 
señal en la regulación de la asimilación del nitrógeno en la hoja bandera del trigo de 
plantas crecidas a temperaturas superiores a las ambientales.  
Por otra parte, la estimulación de la velocidad de crecimiento previsible a temperaturas 
elevadas requerirá más energía. El ATP se considera el principal donador de energía en la 
mayoría de reacciones de síntesis y la UDP-glucosa y otras pirimidinas los co-sustratos o 
precursores ricos en energía necesarios para el metabolismo de la sacarosa y la síntesis de 
celulosa y componentes de paredes celulares (Boldt & Zrenner, 2003), que son importantes 
para el mantenimiento del crecimiento y desarrollo tanto de órganos como de la planta 
entera (Morison & Lawlor, 1999). Todo ello justificaría los descensos de ATP y UDP-
glucosa encontrados en estas condiciones. Lo que demuestra que una elevada proporción 
del carbono reducido que es metabolizado a través de la glicólisis y el ciclo de los ácidos 
tricarboxílicos es desviado con diversos propósitos biosintéticos para generar una amplia 
variedad de precursores necesarios para el metabolismo de la planta. Entre estos 
precursores se incluyen, no sólo los aminoácidos y celulosa, sino también lípidos y 
compuestos relacionados, nucleótidos, isoprenoides, porfirinas, coenzimas, etc; cuya 
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demanda será mayor cuando los factores ambientales faciliten el incremento de la 
velocidad de crecimiento, como parece ser que ocurre por crecimiento a temperaturas 
elevadas. 
En estadios avanzados del desarrollo del cultivo -12 dda- en la anualidad del 2004, el 
crecimiento a temperaturas elevadas tendió a disminuir ligeramente, sin alcanzar 
significación estadística, los niveles de hexosas-P, y apenas fueron modificados los de 
ATP, 3PGA y malato, mientras que el contenido de UDP-glucosa y el de 2-OG aumentó. 
Las variaciones observadas en los niveles de estos metabolitos en plantas crecidas a 
temperaturas elevadas se atenúan con respecto al anterior estadio de desarrollo, sugiriendo 
que gracias a la plasticidad de la que gozan las plantas, éstas ajustan su capacidad de 
desarrollo a su estado metabólico, de modo que en estadios avanzados del desarrollo, los 
cambios de intermediarios metabólicos fueron menos drásticos que en etapas tempranas 
del crecimiento, en las que la demanda de fotoasimilados para el mantenimiento de una 
velocidad de crecimiento más acelerada sería notablemente superior. Además, en etapas 
más tardías del desarrollo, la estimulación de la asimilación de nitrógeno previsible a 
temperaturas elevadas se ralentiza, efecto evidenciado por el descenso del contenido foliar 
de nitrato que no se acompañó ni de un aumento en la actividad NR, ni del contenido de 
aminoácidos, ni tampoco de proteínas, sino de un descenso de los mencionados 
compuestos orgánicos nitrogenados necesarios para mantener el crecimiento y desarrollo 
de la planta (ver apartado 5.7).  
En la experimentación realizada en el 2006, a la emergencia de la espiga, el 
crecimiento a temperaturas superiores a las ambientales tendió a aumentar muy 
ligeramente los niveles foliares de hexosas-P, mientras que los niveles de UDP-glucosa, 
3PGA y ATP tendieron a disminuir, cambios que se acompañaron de un incremento de los 
niveles de malato y de un ligero aumento, no significativo, del 2-OG. La pauta de cambio, 
con la excepción de las hexosas-P, fue similar a la mostrada en la anualidad del 2004 en 
dicho estadio de desarrollo; pero parece plausible que dicha variación derive de la mayor 
disponibilidad de carbohidratos en las plantas de esta anualidad. Sin embargo, los cambios 
observados de intermediarios glicolíticos y ácidos orgánicos sugieren que tuvo lugar un 
incremento del flujo del carbono desde la glicólisis hacia la síntesis de ácidos orgánicos 
(Morcuende et al., 1998) que proporcionó esqueletos carbonados para la síntesis de 
aminoácidos, que aunque no se tradujo en un incremento del contenido foliar de los 
mismos, se acompañó de un descenso de los niveles foliares de nitrato y un ligero 




reducción de nitrato con la consiguiente incorporación en compuestos orgánicos 
nitrogenados necesarios para el crecimiento de la planta. Sin embargo, en etapas avanzadas 
del desarrollo foliar del trigo, 15 dda, el crecimiento a temperaturas superiores a las 
ambientales disminuyó los niveles foliares de F6P y, aunque el resto de hexosas-P no 
variaron significativamente, el contenido total de hexosas-P se redujo en orden de un 12% 
con respecto a las plantas crecidas a temperaturas ambientales. La elevación de la 
temperatura también disminuyó los niveles de 3-PGA, mientras que los de ATP, UDP-
glucosa, 2-OG y malato apenas fueron modificados. Posiblemente, estos cambios fueron 
consecuencia de una ralentización de la asimilación del nitrógeno en etapas más avanzadas 
del crecimiento e inclusive más drástica que en la experimentación desarrollada en la 
anterior anualidad, que pudiera desencadenar una senescencia más rápida en la anualidad 
del 2006 comparada con la del 2004. Evidenciado porque el contenido foliar de nitrato no 
descendió tan marcadamente en plantas crecidas a temperaturas elevadas como en la 
anualidad anterior, y los niveles de aminoácidos, clorofila y proteínas disminuyeron 
respecto a aquellas crecidas a temperaturas ambientales (ver apartado 5.7).  
En plantas de trigo crecidas con abundancia de nitrógeno, a la emergencia de la espiga 
en la anualidad del 2004, los niveles de hexosas-P y 3PGA disminuyeron 
significativamente, los de UDP-glucosa y ATP tendieron a disminuir sin llegar a alcanzar 
significación estadística, mientras que los niveles de 2-OG y malato, o bien aumentaron 
significativamente o mostraron un ligero incremento, respectivamente. Cambios similares 
en los niveles de intermediarios fosforilados y ácidos orgánicos han sido encontrados en 
hojas de tabaco incubadas con nitrato (Morcuende et al., 1998) y difieren del patrón de 
acumulación de intermediarios metabólicos observado en plantas de trigo crecidas en CO2 
elevado anteriormente comentado. Considerando que el nitrato incrementa la expresión de 
genes que codifican enzimas involucrados en la absorción y reducción de dicho nutriente 
(Siddiqi et al., 1990; Kronzucker et al., 1995; Scheible et al., 1997a,b; Stitt et al., 2002; 
Okamoto et al., 2003) y de aquellas proteínas que participan en la síntesis de ácidos 
orgánicos (Koch, 1996; Scheible et al., 1997a); ello conduciría, como se ha mencionado en 
los apartados 5.5 y 5.7, a una estimulación de la asimilación de nitrógeno en las plantas de 
trigo crecidas con nitrógeno abundante (Tschoep et al., 2009). Dicha activación 
demandaría una adecuada provisión de carbono, que se acompañó de una disminución de 
intermediarios glicolíticos seguida de la consiguiente acumulación de ácidos orgánicos. En 
definitiva, el aumento del flujo del carbono desde la glicólisis hacia la síntesis de ácidos 
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orgánicos se tradujo en un aumento de los niveles de aminoácidos (Morcuende et al., 1998) 
y también de proteínas (Scheible et al., 2004) (ver apartado 5.7).  
En sintonía con la activación de la síntesis de ácidos orgánicos por nitrato (Foyer & 
Ferrario, 1994; Koch, 1996; Scheible et al., 1997a) en las plantas de trigo crecidas con 
abundancia de nitrógeno, convendría resaltar, la disminución del contenido foliar de G6P 
encontrado en la hoja bandera en las mencionadas condiciones. Ya que la inducción de la 
acumulación de ácidos orgánicos con abundancia de nitrógeno facilitaría el descenso de los 
intermediarios anteriores al ciclo de los ácidos tricarboxílicos, como las hexosas-P y el 
3PGA (Paul & Stitt, 1993; Scheible et al., 1997a). Dicha apreciación concordaría con la 
reducción del contenido foliar de carbohidratos encontrado en plantas crecidas con 
abundancia de nitrógeno (Fichtner & Schulze, 1992), discutida en el apartado 5.4.  
Finalmente, conviene resaltar que a la emergencia de la espiga en la anualidad del 2004, 
las variaciones de los niveles de intermediarios fosforilados y ácidos orgánicos encontradas 
en las plantas de trigo crecidas con nitrógeno abundante, son muy similares a las de plantas 
crecidas a temperaturas elevadas, incluido el descenso de la acumulación de carbohidratos, 
que no fue asociado a una inhibición de la asimilación fotosintética del carbono a 
temperaturas elevadas (Gutiérrez et al., 2009a), sino consecuencia de la desviación del 
carbono hacia la síntesis de ácidos orgánicos para proporcionar precursores para las rutas 
biosintéticas de aminoácidos y otros componentes metabólicos de la planta, necesarios para 
el mantenimiento de un crecimiento acelerado previsible en dichas condiciones. Además, 
en ambas condiciones, abundancia de nitrógeno y temperatura elevada, la relación C/N 
disminuyó, en contraste al incremento observado en la mencionada razón en plantas 
crecidas en CO2 elevado. Si bien, la reducción de la razón C/N fue mucho más notable en 
plantas crecidas en abundancia de nitrógeno que en aquellas crecidas a temperaturas 
elevadas. 
En estadios avanzados del desarrollo foliar en la anualidad del 2004 en plantas de trigo 
crecidas con abundancia de nitrógeno, los niveles de las hexosas-P mayoritarias, G6P y 
F6P, disminuyeron significativamente, los de ATP y G1P tendieron a disminuir y los de 
malato a incrementarse sin alcanzar significación estadística. Cambios que muestran cierta 
similitud a los observados en etapas tempranas del desarrollo. Sin embargo, el descenso del 
contenido foliar de 3PGA encontrado en estadios jóvenes del trigo desapareció en etapas 
más avanzadas del desarrollo, y los niveles de 2-OG  y UDP-glucosa, o bien disminuyeron 




Las variaciones en los niveles de intermediarios fosforilados y ácidos orgánicos 
descritas, parecen mostrar que en estadios avanzados del desarrollo, la asimilación de 
nitrato en plantas crecidas con nitrógeno abundante fue ralentizada respecto a los estadios 
juveniles. Evidenciado también porque los niveles de carbohidratos, en particular, 
sacarosa, fructanos y almidón, apenas fueron modificados por el aumento de la 
disponibilidad de nitrógeno, frente al descenso encontrado en la emergencia de la espiga. 
Se sabe que la asimilación de nitrato desencadena alteraciones en el metabolismo del 
carbono, que conducen a un descenso de los niveles foliares de carbohidratos que facilita 
que una mayor proporción de carbono sea convertida vía glicólisis en PEP necesario para 
el metabolismo de los ácidos orgánicos (Stitt & Krapp, 1999). Metabolismo con funciones 
diferentes durante la asimilación de nitrógeno, dado que la PEPCasa, o bien podría operar 
con la malato deshidrogenasa para sintetizar malato y prevenir la alcalinización durante la 
asimilación de nitrato (Deng et al., 1989; Martinoia & Rentsch, 1994); o bien podría operar 
junto a la piruvato quinasa, citrato sintasa mitocondrial, piruvato deshidrogenasa e 
isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP (Heldt, 1997; Scheible et al., 1997a; Stitt 
& Krapp, 1999) para proporcionar 2-OG, que sería el aceptor primario de carbono para la 
asimilación de nitrógeno inorgánico. Por lo que la regulación de la PK y la PEPCasa 
permitiría la integración de la glicólisis con la asimilación de nitrógeno inorgánico y la 
provisión de esqueletos carbonados para la síntesis de aminoácidos (Huppe & Turpin, 
1994), que conduciría a un aumento del contenido foliar de aminoácidos totales, aumento 
que tuvo también lugar 12 dda, al igual que ocurrió en la emergencia de la espiga. Sin 
embargo, el aumento de aminoácidos no se acompañó de un descenso de los niveles 
foliares de nitrato e incremento de proteínas, sino de un aumento del primero y un 
descenso de proteínas foliares, cuyos niveles fluctuaron en interacción con los restantes 
factores ambientales. La estimulación de la absorción de nitrógeno inducida por nitrato, no 
se acompañó de la consiguiente inducción de su reducción y asimilación en compuestos 
orgánicos nitrogenados consecuencia posiblemente de la ralentización del crecimiento en 
etapas más avanzadas del desarrollo foliar del trigo, lo que condujo a una mayor 
acumulación de nitrato en la hoja bandera del trigo en plantas crecidas con abundancia de 
nitrógeno.   
Los cambios en los intermediarios fosforilados y ácidos orgánicos en la 
experimentación realizada en el 2006, a la emergencia de la espiga, fueron muy similares 
a los observados en la anualidad del 2004, ya que el crecimiento en abundancia de 
nitrógeno aumentó la razón G6P/F6P, redujo los niveles foliares de hexosas-P, y tendió a 
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disminuir el contenido foliar de UDP-glucosa, 3PGA y ATP, y a incrementar el de malato. 
Sin embargo, los niveles de 2-OG disminuyeron en plantas crecidas en abundancia de 
nitrógeno. En estadios avanzados del desarrollo, 15 dda, el patrón de respuesta de los 
metabolitos a la abundancia de nitrógeno fue parecido al encontrado en la emergencia de la 
espiga, a excepción de la razón G6P/F6P que no varió, y el aumento observado en los 
niveles de 2-OG. Aunque la pauta de cambio de los metabolitos indicados fue 
prácticamente idéntica en ambos estadios de desarrollo en la experimentación realizada en 
esta anualidad, y muy similar a la descrita previamente en la anualidad del 2004, sí que 
tuvieron lugar ligeras variaciones en la interrelación entre el metabolismo del carbono y 
del nitrógeno y su influencia en la asimilación del nitrógeno en la planta. De manera que, 
mientras que a la emergencia de la espiga, la abundancia de nitrógeno condujo a una 
estimulación de la asimilación del nitrógeno que se tradujo en un descenso del contenido 
foliar de nitrato, que se acompañó del consiguiente aumento de aminoácidos totales 
(Morcuende et al., 1998; Scheible et al., 2000, 2004) y compuestos orgánicos nitrogenados 
como las clorofilas y proteínas (Scheible et al., 2004); en estadios más avanzados del 
desarrollo foliar del trigo, dicha estimulación condujo a un aumento del contenido foliar de 
nitrato, seguido de un descenso de los aminoácidos totales junto a un aumento de los 
niveles de clorofila y proteínas. Resultados que ponen de manifiesto que la proporción del 
carbono fijado en el proceso fotosintético requerido para la asimilación del nitrógeno varía  
notablemente dependiendo del estado de desarrollo de la planta y la disponibilidad de 
nitrógeno (Lewis et al., 2000). 
5.7. Los factores ambientales conducen a cambios en los compuestos 
nitrogenados foliares y modulan el crecimiento de las plantas de trigo 
La producción de compuestos nitrogenados orgánicos es crucial no sólo para el 
metabolismo, crecimiento y desarrollo de las especies vegetales, sino también para 
garantizar la calidad (contenido proteico y aminoácidos) de aquellas partes de la planta que 
gozan de importancia agronómica en especies de cultivo (Foyer et al., 2003). La 
asimilación foliar de nitrato en los aminoácidos primarios, Gln y Glu, demanda poder 
reductor y esqueletos carbonados, por lo que será necesaria una correcta coordinación entre 
los metabolismos del carbono y nitrógeno en plantas (Stitt et al., 2002; Foyer et al., 2003). 
Dichos aminoácidos son empleados no sólo como compuestos transportadores de 
nitrógeno, sino también como donadores de nitrógeno, a través de reacciones de 
transaminación, que facilitan la biosíntesis de una amplia variedad de compuestos (Lea et 




(Radwanski & Last, 1995; Noctor et al., 2002), ácidos nucleicos, y otros compuestos 
orgánicos nitrogenados como las clorofilas (Von Wettstein et al., 1995).  
En las hojas de plantas C3, la regulación de la asimilación de nitrógeno se complica por 
la operación de la ruta fotorrespiratoria (Novitskaya et al., 2002), ya que la asimilación de 
novo de nitrato y amonio interacciona estrechamente con el reciclado del amonio durante 
la fotorrespiración (Stitt et al., 2002). Proceso por el que el carbono transportado desde el 
cloroplasto en la forma de glicolato regresa como glicerato, siguiendo los flujos de Gly y 
Ser a través del peroxisoma y la mitocondria (Leegood et al., 1995); permitiendo el 
intercambio de grupos amino entre la Gly y Ser (Keys et al., 1978) y, por descarboxilación 
de la Gly, la liberación de NH3 (Liepman & Olsen, 2001, 2003) que se re-asimila mediante 
la ruta GS/GOGAT (Keys et al., 1978). Por tanto, ambas rutas, tanto la asimilación 
primaria de nitrógeno como la fotorrespiratoria, involucran el flujo de grupos amino a 
través de la GS/GOGAT (Hirel & Lea, 2002).  
Con objeto de proporcionar información sobre el estado nitrogenado de las plantas de 
trigo, se han estimado los niveles de nitrato y aminoácidos directamente involucrados en 
las asimilaciones de nitrato y amonio (Gln y Glu), de aminoácidos que desempeñan un 
papel importante en el metabolismo primario de la planta (Asn, Asp, Ala, Gly, Ser), junto a 
los aminoácidos minoritarios y otros compuestos orgánicos nitrogenados como las 
clorofilas y proteínas. Algunos de estos compuestos, entre los que se incluyen, el nitrato, 
Gln y Asn, cambian de una forma dinámica (Hoff et al., 1994; Crawford, 1995; Lam et al., 
1996; Scheible et al., 1997a,c) y, además, se sabe que las variaciones diurnas de sus niveles 
foliares se modifican por el crecimiento en CO2 elevado (Geiger et al., 1998). En nuestro 
experimento, dichos metabolitos se midieron a las 4 horas del comienzo del fotoperiodo, 
cuando la actividad NR es máxima y el agotamiento diurno de nitrato y la acumulación de 
Gln en hojas ha comenzado pero aún no se ha completado (Geiger et al., 1999). 
En la hoja bandera del trigo de plantas crecidas en CO2 elevado, en la emergencia de la 
espiga de la anualidad 2004, los niveles de Gln y Glu, los dos primeros aminoácidos 
producidos tras la asimilación de nitrato, mostraron un descenso que no llegó a alcanzar 
significación estadística en el caso del Glu, pero sí para la Gln, aunque sus niveles 
fluctuaron en interacción con la temperatura de crecimiento, y la razón Gln/Glu tendió a 
disminuir. Por otra parte, mientras que los niveles de Asp variaron en interacción con los 
restantes factores ambientales, los de Ala y Asn aumentaron en las plantas de trigo crecidas 
en CO2 elevado, consecuencia posiblemente de la mayor provisión de esqueletos 
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carbonados para la biosíntesis de aminoácidos previsible en dichas condiciones, aunque los 
niveles de Asn mostraron sólo un ligero aumento que no llegó a alcanzar significación 
estadística. Un incremento del contenido foliar de estos dos últimos aminoácidos 
indicados, Ala y Asn, en las primeras horas del fotoperiodo en CO2 elevado ha sido 
también encontrado en plantas de tabaco (Geiger et al., 1998). En nuestro experimento con 
cultivos de trigo, el crecimiento a [CO2] elevadas redujo notablemente el contenido foliar 
de los aminoácidos formados en la ruta fotorrespiratoria, la Gly y Ser, aunque el descenso 
de Ser no fue tan notorio como el de Gly. Los cambios de ambos aminoácidos condujeron 
a una disminución de la razón Gly/Ser. Un descenso de la razón Gly/Ser ha sido 
frecuentemente observado en plantas crecidas en condiciones de CO2 elevado (Stitt & 
Krapp, 1999), tales como tabaco (Ferrario-Mery et al., 1997; Geiger et al., 1998; Matt et 
al., 2001a), soja (Rogers et al., 2006; Ainsworth et al., 2007) y cebada (Sicher & Bunce, 
2001). Ainsworth et al. (2007) argumentaron que la Ser pudiera ser menos afectada por el 
CO2 elevado que la Gly por su potencial participación en el metabolismo no 
fotorrespiratorio. Además, Novitskaya et al. (2002) mostraron que con el aumento del flujo 
fotorrespiratorio, se canaliza el carbono hacia el glicolato, produciendo una mayor 
acumulación de Gly y el incremento consiguiente de la razón Gly/Ser. De manera que el 
descenso de la razón Gly/Ser encontrado en plantas crecidas en condiciones de CO2 
elevado es atribuible a la disminución de la fotorrespiración y se trata de una respuesta 
robusta al crecimiento en concentraciones elevadas de CO2 (Matt et al., 2001a), que ha 
sido observada tanto en plantas fertilizadas con nitrato o nitrato amónico como aquellas 
crecidas con abundancia o deficiencia en nitrógeno (Geiger et al., 1999). En consonancia 
con estas argumentaciones, la menor acumulación de Gln en CO2 elevado podría deberse 
parcialmente a la menor velocidad de fotorrespiración. Los niveles de Gln disminuyeron 
únicamente en plantas crecidas a temperaturas ambientales, hecho que podría asociarse a 
que en dichas condiciones pudiera tener lugar una ralentización de la reducción de nitrato y 
asimilación de amonio. La disminución de la formación de Gln por reducción de la 
fotorrespiración, podría también proporcionar una segunda vía alternativa a la indicada en 
el apartado 5.5 por la que el CO2 elevado estimularía el metabolismo del nitrógeno, pues 
dado que la Gln disminuye la expresión de la NR, la actividad y el estado de activación del 
enzima (Vincentz et al., 1993; Hoff et al., 1994; Morcuende et al., 1998), un descenso de 
sus niveles aliviaría sus efectos negativos sobre la NR. 
En el trigo, estos cambios en los aminoácidos mayoritarios considerados 




aminoácidos mayoritarios y del contenido de aminoácidos totales en plantas crecidas en 
CO2 elevado en comparación con aquellas crecidas en CO2 ambiente, atribuible 
principalmente al notable descenso del contenido foliar de los aminoácidos 
fotorrespiratorios. Un ligero descenso de los niveles de aminoácidos aromáticos, que no 
llegó a alcanzar significación estadística, ha sido también encontrado en la hoja bandera 
del trigo de plantas crecidas a [CO2] elevadas; mientras que el contenido del total de 
aminoácidos minoritarios fue significativamente disminuido. En consonancia con nuestros 
resultados, se ha encontrado una disminución en los niveles totales de aminoácidos a horas 
similares durante el fotoperiodo en hojas maduras de cebada en condiciones de CO2 
elevado (Sicher, 1998). En hojas maduras de tabaco, los aminoácidos también 
disminuyeron cuando el suministro de nitrógeno fue limitado, mientras que los niveles 
fueron inalterados por el CO2 cuando el suministro de nitrógeno fue abundante (Geiger et 
al., 1999). Por el contrario, en hojas jóvenes de plántulas de tabaco (Geiger et al., 1999) y 
de cebada (Sicher, 1998), el crecimiento en CO2 elevado aumentó los contenidos foliares 
de aminoácidos. En cultivos de soja, en los que se empleó el sistema FACE para la 
elevación de los niveles de CO2 atmosféricos, los aminoácidos también aumentaron en 
hojas en desarrollo crecidas en CO2 elevado, aunque las diferencias desaparecieron en 
hojas completamente expandidas (Ainsworth et al., 2007). Otros estudios realizados con 
cultivos hidropónicos de plantas de tabaco han mostrado que los niveles foliares de 
aminoácidos totales fueron similares durante el día al de las plantas crecidas en CO2 
ambiente (Matt et al., 2001a). Para explicar las variaciones en los niveles de aminoácidos a 
lo largo de un ciclo diurno, Matt et al. (2001a) propusieron que la velocidad de utilización 
del nitrógeno inorgánico es incrementada en [CO2] elevadas, debido a la mayor velocidad 
de absorción y asimilación del nitrógeno al final del día y durante la noche, momentos del 
fotoperiodo en los que se detectaron las mayores variaciones en los niveles de aminoácidos 
en comparación con plantas crecidas en condiciones ambientales de CO2. Para ilustrar esta 
última apreciación conviene señalar que Geiger et al. (1998) presentaron evidencias de que 
el crecimiento de plantas de tabaco en condiciones de CO2 elevado, aunque no alteró el 
contenido total de aminoácidos en las hojas, sí que modificó los cambios diurnos y los 
niveles relativos de los aminoácidos considerados individualmente, en consonancia con la 
modificación de la regulación de la actividad NR anteriormente comentada (ver apartado 
5.5). La diversidad de estudios realizados en condiciones de CO2 elevado, empleando 
diferentes sistemas experimentales y condiciones de crecimiento, ponen de manifiesto la 
importancia tanto del estadio de desarrollo foliar de la planta como la contribución de la 
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disponibilidad de nitrógeno en el contenido de aminoácidos totales en plantas crecidas en 
las condiciones ambientales indicadas (Geiger et al., 1999; Matt et al., 2001a; Fritz et al., 
2006b).  
El descenso de aminoácidos encontrado en las plantas de trigo crecidas a [CO2] 
elevadas se acompañó de una disminución del contenido foliar de nitrato, aunque sus 
niveles fluctuaron en interacción con los restantes factores ambientales, y de un descenso 
de otros compuestos nitrogenados como las clorofilas y las proteínas totales, aunque el 
descenso de estas últimas, no llegó a alcanzar significación estadística; resultados que, en 
su conjunto, revelan una pérdida generalizada de compuestos nitrogenados en la hoja 
bandera del trigo en condiciones de CO2 elevado. Son varios los estudios que han puesto 
de manifiesto que el enriquecimiento en CO2 conduce a un descenso de la concentración 
foliar de nitrógeno (Conroy & Hocking, 1993; Stitt & Krapp, 1999; Pérez et al., 2005; 
Rogers et al., 2006) y a una menor absorción de nitrógeno (Polley et al., 1999), aunque el 
mecanismo no ha sido aún esclarecido. Se ha propuesto que el crecimiento a [CO2] 
elevadas podría conducir a un descenso de la conductancia de los estomas (Stitt & Krapp, 
1999) y de la transpiración (Conroy & Hocking, 1993; McDonald et al., 2002), que 
limitaría el flujo hídrico en el suelo en la vecindad de la raíz; dificultando la absorción de 
nutrientes, entre ellos, el nitrato (Conroy & Hocking, 1993; Stitt & Krapp, 1999; 
McDonald et al., 2002); que se traduciría en una pérdida de nitrógeno en la parte aérea de 
la planta (Del Pozo et al., 2007). Sin embargo, en nuestro experimento, el crecimiento en 
condiciones elevadas de CO2 no condujo a una pérdida de nitrógeno total por tallo -parte 
aérea de la planta-, parámetro que varió de 38,72 a 40,12 mg de nitrógeno en plantas 
crecidas a [CO2] ambientales y elevadas, respectivamente.  
Los resultados descritos previamente sugieren que el crecimiento a [CO2] elevadas 
estimularía la absorción y reducción del nitrógeno mineral en paralelo con el incremento 
en la formación de carbohidratos y la aceleración del crecimiento que tiene lugar en dichas 
condiciones, observaciones similares a las encontradas previamente en plantas de tabaco 
(Geiger et al., 1998). Cambios evidenciados por el ligero incremento de actividad NR y el 
descenso de los niveles foliares de nitrato encontrado en la hoja bandera del trigo, que se 
acompañaron de una disminución de los aminoácidos totales y, sin embargo, no se 
tradujeron en un incremento de otros compuestos nitrogenados como las clorofilas y 
proteínas, sino en una reducción de los mismos. Mostrando, en definitiva, que la 
estimulación de la asimilación de nitrógeno en la hoja bandera del trigo facilitaría la 




de la aceleración del crecimiento previsible en condiciones de CO2 elevado (Norby et al., 
1999; Long et al., 2004; Ainsworth & Long, 2005). En consonancia con dicha apreciación, 
pudimos comprobar que en este estadio de desarrollo del trigo, la espiga actuaría como un 
potente sumidero de asimilados, en el que no sólo aumentó el contenido de nitrógeno total 
-9,53 y 10,52 mg de N-, sino que también incrementó su área -30,63 y 34,92 cm
2
-, peso 
fresco -1,869 y 2,210 g- y peso seco -0,4683 y 0,594 g-, resultados correspondientes a 
[CO2] ambientales y elevadas, respectivamente (datos no mostrados en resultados). Aún a 
pesar de que el peso fresco total de las plantas de trigo crecidas en CO2 elevado también 
aumentó -9,96 frente a 11,22 g-, valores que representan un porcentaje de incremento de 
biomasa en torno a un 11%, notoriamente inferior al observado en otras especies vegetales 
(Wand et al., 1999), en las que ha sido frecuentemente encontrado un aumento de biomasa 
en las condiciones de crecimiento indicadas (Geiger et al., 1998, 1999; Wand et al., 1999; 
Matt et al., 2001a; Maroco et al., 2002; Pereira de Souza et al., 2008). Estos resultados 
contrastan con la ausencia de cambios en la acumulación de biomasa en plantas de maíz 
perfectamente hidratadas y fertilizadas (Kim et al., 2006). Sin embargo, la superficie verde 
de la hoja bandera del trigo -25,76 frente a 24,33 cm
2
- y el peso fresco de la misma -0,5495 
frente a 0,5074 g- aumentaron significativamente en plantas crecidas en CO2 elevado 
comparadas con aquellas crecidas en condiciones ambientales de CO2, en conformidad con 
otros estudios (Wong et al., 1992; Xu et al., 1994; Roden & Ball, 1996; Ferrario-Mery et 
al., 1997; Geiger et al., 1999). Resultados que, en su conjunto, parecen mostrar que la 
reducción del contenido foliar de nitrógeno observado en las plantas de trigo en 
condiciones de CO2 elevado podría derivarse de un efecto de dilución del nitrógeno 
consecuencia del mayor área foliar encontrado en las condiciones descritas (Farage et al., 
1998; Rogers et al., 1998). Conviene también recordar que en los últimos años se han 
realizado varios estudios de expresión génica global en plantas crecidas a [CO2] elevadas 
con el fin de investigar la correlación entre las respuestas fisiológicas y moleculares 
observadas (Taylor et al., 2005; Li et al., 2006; Kim et al., 2006; Ainsworth et al., 2006; 
Pereira de Souza et al., 2008; Li et al., 2008). En uno de ellos realizado con plantas de caña 
de azúcar de 13 semanas, etapa en la que tuvo lugar un incremento de la superficie verde 
(Pereira de Souza et al., 2008), pudo apreciarse que los genes diferencialmente expresados 
en condiciones de CO2 elevado fueron aquellos relacionados con la expansión de las 
paredes celulares y el aumento de tamaño de la célula (Wu & Cosgrove, 2000; Pereira de 
Souza et al., 2008). Inducción que ha sido también encontrada en álamo (Taylor et al., 
2003, 2005; Druat et al., 2006) y pudiera ser indicativa de un mayor potencial de las 
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células foliares para expandirse y acumular más carbohidratos (Pereira de Souza et al., 
2008), apreciación en conformidad con el aumento de biomasa y superficie verde 
observado en las plantas de trigo de nuestro experimento en condiciones de CO2 elevado, 
junto a otras especies vegetales (Xu et al., 1994; Ferrario-Mery et al., 1997; Geiger et al., 
1999). 
Un hallazgo importante relacionado con la temática discutida son los cambios en la 
morfología foliar encontrados en las hojas de plantas de trigo desarrolladas en CO2 
elevado, que condujeron a una disminución del peso seco por área (Gutiérrez et al., 2009b), 
lo que sugiere que no tuvo lugar un cambio en el grosor o volumen de las hojas, a 
diferencia de las observaciones indicadas por Sims et al. (1998), sino en la densidad (peso 
seco por unidad de volumen) foliar (Gutiérrez et al., 2009b). Pérdida de densidad foliar que 
se asoció con un aumento del agua de los tejidos más que con aumentos de los espacios 
con aire de la hoja, como observó Masle (2000) en plantas jóvenes de trigo. Además, la 
reducción del peso seco por área causada por el CO2 elevado ocurrió a pesar del aumento 
de carbohidratos no estructurales en coherencia con otros estudios precedentes (Radoglou 
& Jarvis, 1992; Nie et al., 1995b; Moore et al., 1999; Pérez et al., 2005), lo que implicaría 
un descenso de componentes estructurales de la hoja. A diferencia de los incrementos 
observados en algodón (Wong, 1990) y plantas jóvenes de trigo (Masle, 2000). 
En nuestro experimento, los resultados en su conjunto sugieren que la respuesta de 
aclimatación al crecimiento prolongado en condiciones de CO2 elevado, en estadios 
tempranos del desarrollo foliar del trigo, representa una estrategia de optimización en la 
distribución del nitrógeno desde la maquinaria fotosintética a la expansión foliar y el 
crecimiento (Maroco et al., 1999; Poorter & Nagel, 2000). Dado que el incremento de 
biomasa observado que tuvo lugar aún a pesar del descenso en las concentraciones foliares 
de nitrato, aminoácidos y proteínas en las hojas, sugiere que la reducción en el contenido 
de nitrógeno podría ser un efecto de dilución del nitrógeno, debido al crecimiento 
acelerado y el mayor área foliar encontrado en condiciones de CO2 elevado (Farage et al., 
1998; Rogers et al., 1998). En este contexto, la aclimatación podría ser el resultado de un 
efecto indirecto de la desviación del nitrógeno para el crecimiento, más que consecuencia 
de un efecto directo del suministro de nitrógeno en la fotosíntesis. Por ello, la disminución 
foliar de nitrógeno sería el resultado de un cambio en la localización o distribución de 
nitrógeno a nivel de planta entera, y la espiga actuaría como un potente sumidero de 
asimilados. Así mismo, las modificaciones morfológicas encontradas en plantas crecidas 




conducirían probablemente a un descenso de la capacidad fotosintética por unidad de área 
foliar (Gutiérrez et al., 2009b). 
En estadios avanzados del desarrollo foliar del trigo, 12 días después de la antesis en la 
anualidad del 2004, el crecimiento a concentraciones elevadas de CO2 no modificó la pauta 
de cambio de los aminoácidos considerados individualmente, pues las concentraciones 
foliares de cada uno de ellos fueron muy similares a las descritas previamente en estadios 
más jóvenes del cultivo; salvo ciertas excepciones, tales como el descenso significativo de 
los niveles foliares de Glu que junto a la disminución de la Gln, condujo a una reducción 
de la razón Gln/Glu. Cambios que no se acompañaron de un aumento de aminoácidos 
minoritarios, sino de un descenso de los mismos, junto a los mayoritarios, totales y 
aromáticos. Los niveles de Ala sí que aumentaron significativamente y la razón Asn/Asp 
fue disminuida. Además, aunque los contenidos foliares de Gly y Ser fueron notablemente 
reducidos, la razón Gly/Ser no fue modificada con el CO2 de crecimiento. Un aspecto 
relevante que muestran nuestros resultados es que la pérdida de aminoácidos totales fue 
más acentuada en plantas crecidas a temperaturas ambientales que elevadas. Si bien, sería 
plausible que la reducción del contenido foliar de aminoácidos en las plantas crecidas en 
CO2 elevado fuese más acusada en interacción con la temperatura elevada, consecuencia 
de la previsible aceleración del crecimiento respecto a las condiciones ambientales. Sin 
embargo, nuestros resultados sugieren que en plantas crecidas en CO2 elevado, las 
temperaturas superiores a las ambientales facilitarían una mayor movilización del 
nitrógeno para satisfacer la mayor demanda de asimilados necesaria para el sostenimiento 
de un crecimiento acelerado y garantizar el mantenimiento del equilibrio entre órganos 
fuente-sumidero. Además, el crecimiento en CO2 elevado condujo a una reducción notable 
de aminoácidos en plantas crecidas con un aporte de nitrógeno mayor, poniendo de 
manifiesto que la abundancia de dicho nutriente favorece el crecimiento de la planta y 
facilita la exportación de asimilados a otros órganos en desarrollo. 
Los resultados, en su conjunto, sugieren que el nitrógeno fue empleado en paralelo a la 
formación de carbohidratos, ya que el contenido foliar de nitrato disminuyó en condiciones 
de CO2 elevado. Y la aceleración del crecimiento condujo a una reducción del contenido 
de compuestos orgánicos nitrogenados, incluidas las proteínas y clorofilas, en la hoja 
bandera del trigo 12 dda, si bien, al igual que pudimos observar en estadios tempranos del 
desarrollo foliar del trigo no tuvo lugar una pérdida de nitrógeno total en la planta, puesto 
que su contenido osciló entre 43,38 y 44,50 mg de N en plantas crecidas a concentraciones 
ambientales y elevadas de CO2. Sin embargo, a diferencia de los resultados descritos en el 
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estadio anterior, el contenido de nitrógeno total de la espiga no fue modificado con el CO2 
elevado, aunque sí que aumentó para el primer entrenudo, en el que el contenido de 
nitrógeno varió de 8,12, en condiciones ambientales, a 9,64 mg de N, en condiciones 
elevadas de CO2. Aún a pesar de que el contenido de nitrógeno de la espiga, días después 
de la antesis, no fue modificado por el crecimiento en CO2 elevado, en estas condiciones 
pudo apreciarse un incremento de su área -36,06 y 41,11 cm
2
-, peso fresco -2,522 y 2,931 
g- y peso seco -0,963 y 1,070 g-, datos correspondientes a plantas crecidas a [CO2] 
ambientales y elevadas, respectivamente. Además, al igual que en estadios tempranos del 
desarrollo del trigo, el peso fresco total de la planta fue aumentado -de 7,36 a 9,71 g-, 
siendo el porcentaje de incremento de biomasa superior al observado en estadios jóvenes 
del cultivo, en torno a un 24%, valores próximos a los observados en plantas herbáceas 
(Wand et al., 1999). No obstante, conviene resaltar que a la madurez del cultivo el 
incremento de biomasa real observado en el cultivo en condiciones de CO2 elevado fue 
sensiblemente inferior, muy similar a la apreciación observada en estadios jóvenes del 
desarrollo, entre el 11-12%. Así mismo, de modo similar a las variaciones observadas a la 
emergencia de la espiga, el crecimiento en CO2 elevado incrementó el área verde -de 17,81 
a 22,97 cm
2
-, peso fresco -de 0,393 a 0,502 g- y peso seco -de 0,136 a 0,143 g- de la hoja 
bandera. Resultados que sugieren que la reducción en el contenido de compuestos 
nitrogenados foliares podría ser consecuencia de un cambio en la localización del 
nitrógeno a nivel de planta entera, en consonancia con las apreciaciones observadas en la 
emergencia de la espiga en esta anualidad.  
En la anualidad del 2006 a la emergencia de la espiga el crecimiento prolongado en 
condiciones de CO2 elevado condujo a variaciones en los niveles de aminoácidos muy 
similares a las observadas en el mismo estadio de desarrollo, en la anualidad anterior. 
Mientras que los contenidos foliares de Ser, Gly y Gln disminuyeron significativamente, 
descensos que desencadenaron también una disminución de la razón Gly/Ser, los de Asp y 
Glu tendieron a disminuir y los de Asn y Ala a aumentar. Los cambios en los aminoácidos 
individuales condujeron a un descenso significativo de los aminoácidos mayoritarios, 
minoritarios y totales, y tendieron a reducir los aromáticos. Sin embargo, a diferencia de 
los resultados obtenidos a la emergencia de la espiga del 2004, el crecimiento en CO2 
elevado condujo a una reducción muy marcada de aminoácidos en las plantas crecidas con 
nitrógeno abundante, variaciones que fueron también observadas en estadios avanzados del 
desarrollo del cultivo del trigo en la anualidad del 2004. Dicho hallazgo, pone de 




que la deficiencia nutricional del cultivo en la anualidad del 2006 fue más intensa que la 
observada en la experimentación desarrollada en el 2004, sugiriendo que al incrementarse 
la biodisponibilidad de nutrientes, los recursos obtenidos son destinados por la planta a 
incrementar la biomasa y el crecimiento. 
Del mismo modo, dado que la disponibilidad de nitrógeno de las plantas fue menor en 
esta anualidad, el descenso de los niveles foliares de nitrato en las plantas crecidas en CO2 
elevado fue mayor que en la anterior, y varió en interacción con los restantes factores 
ambientales. Además, el contenido foliar de clorofila y proteínas fue también menor en 
plantas crecidas a [CO2] elevadas, aunque sus niveles cambiaron en interacción con la 
temperatura de crecimiento para el primero de los compuestos nitrogenados, y con la 
disponibilidad de nitrógeno para el segundo. Aún a pesar del descenso encontrado en el 
contenido de compuestos nitrogenados de la hoja bandera del trigo en las plantas crecidas 
en CO2 elevado, no tuvo lugar una pérdida de nitrógeno total en la planta, parámetro que 
varió de 36,22 a 39,45 mg de N en plantas crecidas a concentraciones de CO2 ambientales 
y elevadas, respectivamente. Sin embargo, a diferencia de la anualidad anterior, el CO2 
elevado no modificó el peso fresco total de la planta, aunque incrementó 
significativamente el área verde -de 21,42 a 26,64 cm
2
-, peso fresco -de 0,423 a 0,565 g- y 
peso seco -de 0,126 a 0,164 g- de la hoja bandera, y el peso fresco de la espiga -de 1,801 a 
2,364 g-, parámetros que variaron en interacción con las temperaturas ambientales. 
Probablemente este incremento no se observase en plantas crecidas a temperaturas 
elevadas debido a las condiciones climatológicas inherentes a la primavera de esta 
anualidad, provocando un crecimiento más acelerado y mayor velocidad de desarrollo 
ontogénico con el consiguiente acortamiento del periodo de tiempo transcurrido entre los 
diferentes estadios de desarrollo del cultivo de trigo en comparación con la 
experimentación desarrollada en el 2004. Aunque existen evidencias de que a 
concentraciones elevadas de CO2 tiene lugar una mayor estimulación del crecimiento de la 
planta a medida que aumenta la temperatura (Kimball, 1986; Rawson, 1992; Wolfe, 1994), 
nuestros resultados a la emergencia de la espiga en esta anualidad, 2006, muestran 
variaciones considerables en la respuesta en concordancia con otros estudios (Mitchell et 
al., 1995; Van Oijen et al., 1998; Batts et al., 1998; Laurila, 2001; Assenga et al., 2004). 
En estadios avanzados del desarrollo de los cultivos de trigo, 15 dda, en la anualidad del 
2006, las variaciones fueron muy similares a las descritas en el anterior estadio. El 
crecimiento a [CO2] elevadas redujo significativamente los niveles foliares de Glu, Gln, 
Gly y Ser, cambios que  se tradujeron en un aumento de la razón Gln/Glu y una 
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disminución de la razón Gly/Ser, descenso que no llegó a alcanzar significación estadística, 
al igual que 12 dda en la anualidad anterior. Mientras que la razón Asn/Asp aumentó 
significativamente, los contenidos foliares de Asn y Ala tendieron a aumentar y los de Asp 
a disminuir. Las variaciones en los niveles de los aminoácidos considerados 
individualmente condujeron a un descenso del contenido foliar de aminoácidos 
mayoritarios, totales, aromáticos y minoritarios. La reducción del contenido de 
aminoácidos foliares encontrado en plantas crecidas con nitrógeno abundante en 
condiciones de CO2 elevado, fue corroborada, en estadios más avanzados del desarrollo del 
cultivo, consecuencia como se ha indicado previamente de la deficiencia nutricional más 
acusada en la experimentación desarrollada en esta anualidad, en comparación con la del 
2004; en la que únicamente se puso de manifiesto en estadios más avanzados del desarrollo 
foliar del cultivo, en los que la pérdida de nitrógeno fuera posiblemente más intensa. Lo 
que permite concluir que la abundancia de nitrógeno desencadena un descenso del 
contenido foliar de compuestos nitrogenados más importante en condiciones de CO2 
elevado. Los niveles de nitrato disminuyeron en plantas crecidas a [CO2] elevadas, sin 
embargo, los niveles de clorofila no fueron modificados y los de proteínas se 
incrementaron, variando la pauta de cambio observada en estadios avanzados de la anterior 
anualidad, posiblemente consecuencia de la aceleración del crecimiento y el acortamiento 
de este estadio de desarrollo del cultivo por las condiciones climatológicas de esta 
anualidad. Las cuales dificultaron también la recogida de muestras para los estudios de 
crecimiento del cultivo en el estadio de 15 días después de la antesis. Aunque 
desconocemos el contenido de nitrógeno total en la planta en dicho estadio, suponemos que 
el crecimiento en CO2 elevado no condujo a una pérdida de nitrógeno total en la planta, ya 
que en la cosecha final -a la madurez del cultivo- dicho parámetro varió de 50,30 a 49,20 
mg de N en plantas crecidas a concentraciones de CO2 ambientales y elevadas, 
respectivamente.   
A la emergencia de la espiga en la anualidad del 2004, en plantas de trigo crecidas a 
temperaturas superiores a las ambientales disminuyeron los niveles foliares de todos los 
aminoácidos mayoritarios considerados individualmente, a excepción del Glu y Asp, cuyos 
niveles apenas fueron modificados con la temperatura de crecimiento. Este hecho condujo 
a un descenso significativo tanto de los aminoácidos mayoritarios como de los totales, 
mientras que los minoritarios y aromáticos disminuyeron sin alcanzar significación 
estadística. En dichas condiciones, se ha observado también un descenso de la razón 




et al., 1998), en particular, de la enzima codificada por el gen ASN2 (Lam et al., 1994), 
consecuencia de la disminución de sacarosa encontrada en plantas crecidas a temperaturas 
elevadas (Lam et al., 1998). En Arabidopsis, se ha puesto de manifiesto la existencia de 
varios genes que codifican la asparragina sintetasa, enzima que cataliza la síntesis de Asn y 
Glu a partir de Asp y Gln. Dichos genes se conocen como ASN1, ASN2 y ASN3 (Lam et al., 
1998), y parece ser que la estructura de los genes ASN2 y ASN3 difiere respecto al gen 
ASN1 (Lam et al., 1994; 1995; 1998), y que la regulación de los niveles de ARNm de 
ASN1 y ASN2 es también diferente (Lam et al., 1994). Mientras que los transcritos de ASN1 
son reprimidos, los de ASN2 son inducidos, por luz y sacarosa, de un modo cinéticamente 
recíproco (Lam et al., 1998). Además, la Gln, Glu o Asn mitigan parcialmente la represión 
de ASN1 mediada por sacarosa y la inducción de ASN2 (Lam et al., 1994; 1998). 
Recientemente, se ha puesto de manifiesto que la regulación de la expresión del gen ASN1 
es mediada por el factor de transcripción bZIP11 (Hanson et al., 2008b), aunque se 
desconoce el mecanismo implicado para el gen ASN2. 
El incremento de la temperatura de crecimiento redujo significativamente la razón 
Gly/Ser y los niveles foliares de cada uno de estos aminoácidos, si bien en el caso de la 
Gly, esta reducción únicamente se observó en plantas crecidas a [CO2] ambientales. 
Scheible et al. (2000) propusieron que las concentraciones foliares de Gly y Ser parecen 
ser influenciadas tanto por el estado nitrogenado de la planta como por la fotorrespiración, 
por lo que parecería plausible inferir que de la contribución de ambos factores dependerán 
los niveles de los aminoácidos mencionados en las condiciones ambientales indicadas en 
nuestro experimento, aún a pesar del desconocimiento de la contribución de cada uno de 
ellos. Además, en las plantas de trigo crecidas a temperaturas superiores a las ambientales 
los cambios observados en los niveles de Gln y Glu se tradujeron en una disminución de la 
razón Gln/Glu; un descenso de dicha razón ha sido a menudo considerado como un 
marcador de la limitación en nitrógeno (Stitt & Krapp, 1999; Foyer et al., 2003; Fritz et al., 
2006b; Tschoep et al., 2009). La elevación de la temperatura también disminuyó el 
contenido foliar de Gln, a ambos niveles de CO2 de crecimiento, siendo más acusado el 
efecto en plantas crecidas a [CO2] ambientales.  
Varios estudios han tratado de esclarecer la influencia tanto del proceso 
fotorrespiratorio como de la asimilación de nitrógeno en el contenido foliar de Gln en 
plantas, puesto que el primer proceso es notablemente más rápido, incluso diez veces 
superior al segundo (Stitt et al., 2002; Heldt, 2005). Sin embargo, Novitskaya et al. (2002) 
en un estudio con diferentes especies vegetales, entre ellas el trigo, pusieron de manifiesto 
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que mientras que no hubo una correlación clara entre los niveles foliares de Gln y la razón 
Gln/Glu con el flujo fotorrespiratorio, sí que la hubo con la velocidad de fotosíntesis -y en 
nuestro experimento la fotosíntesis aumentó en plantas crecidas a temperaturas superiores 
a las ambientales-. Ello podría asociarse a que la asimilación primaria de nitrógeno es 
coordinada con la fotosíntesis, por lo que la aportación de amonio por esta vía pudiera 
afectar al contenido de Gln más fuertemente que el proceso fotorrespiratorio, más rápido, 
pero cíclico. En consonancia con estas argumentaciones se ha encontrado a menudo una 
fuerte correlación positiva entre actividad NR y contenido foliar de Gln en mutantes de 
tabaco y transformantes con rangos diversos de actividad NR cuando crecen en diferentes 
concentraciones de nitrato (Scheible et al., 1997c). Otros estudios también sostienen una 
fuerte influencia de la asimilación de nitrógeno en los niveles foliares de Gln de la hoja y/o 
la razón Gln/Glu; mientras que la sobre-expresión de la NR en tabaco condujo a un 
aumento significativo de Gln (Foyer et al., 1994a), en cebada la razón Gln/Glu disminuyó 
en hojas que sufren déficit hídrico, aún a pesar de que la fotorrespiración posiblemente 
fuese incrementada en estas condiciones (Wingler et al., 1999). Estas aportaciones son 
consistentes con la noción de que, en ciertas condiciones al menos, la asimilación de 
nitrógeno afecta el contenido de Gln más que la velocidad de fotorrespiración (Foyer et al., 
2003). En nuestro experimento, se ha comentado con anterioridad que la temperatura 
elevada condujo a un descenso de actividad NR, que se acompañaría de un descenso de la 
reducción de nitrato y como consecuencia la Gln se acumularía en menor medida. También 
se explicó que las temperaturas superiores a las ambientales redujeron el estado de 
activación del enzima en plantas crecidas a [CO2] ambientales por lo que la regulación 
post-traduccional del enzima posiblemente condujo a una mayor limitación de la NR, 
alterando la estabilidad del enzima, lo que justificaría que la disminución del contenido 
foliar de Gln fuese más acusada en comparación con plantas crecidas en condiciones de 
CO2 elevado, consecuencia de una mayor limitación en la reducción de nitrato. Además, a 
[CO2] ambientales el incremento de temperatura redujo significativamente los niveles de 
transcritos de la subunidad pequeña de la Rubisco con ambos niveles de adición de 
nitrógeno al suelo (ver apartado 5.3) que podrían traducirse en un descenso de los niveles 
de proteína Rubisco. 
En conjunto, los resultados descritos en plantas crecidas a temperaturas elevadas 
parecen indicar que frente a la estimulación inicial de la reducción de nitrato tuvo lugar 
una ralentización posterior. El descenso de actividad NR, junto al relativamente constante 




Los aminoácidos Asp y Glu, apenas fueron modificados, sugiriendo que no tuvo lugar una 
inducción de la biosíntesis de aminoácidos minoritarios, puesto que ambos aminoácidos 
actúan como donadores de grupos amino en la mayoría de las rutas biosintéticas 
implicadas (Heldt, 1997); mientras que la Gln actúa únicamente como donador amino en 
varias reacciones específicas, en particular la síntesis de Asn. Los restantes aminoácidos 
mayoritarios disminuyeron significativamente y los aminoácidos minoritarios sólo 
mostraron un ligero descenso, indicando que posiblemente tuvo lugar una limitación de la 
biosíntesis proteica (Scheible et al., 2004). Cambios que se acompañaron de una 
disminución en los niveles de clorofila y de un contenido proteico similar al encontrado en 
plantas crecidas a temperaturas ambientales. Sin embargo, un crecimiento acelerado 
previsible a temperaturas elevadas (Morison & Lawlor, 1999), demandará una mayor 
provisión de nitrógeno, por lo que sería plausible que en estas condiciones tuviera lugar 
una removilización de aminoácidos desde las proteínas, posiblemente desde la Rubisco, la 
máxima reserva de nitrógeno en hojas (Stitt, 1991), conduciendo a una redistribución del 
nitrógeno foliar. Proceso que pudiera ser energéticamente menos costoso y rápido, que la 
absorción y reducción de nitrato; facilitándose una rápida provisión de aminoácidos para el 
mantenimiento del crecimiento y la propia síntesis proteica. En consonancia con esta 
apreciación, al igual que en las plantas crecidas a [CO2] elevadas, en aquellas crecidas a 
temperaturas superiores a las ambientales no tuvo lugar una pérdida de nitrógeno total en la 
parte aérea de la planta, parámetro que osciló entre 39,09 y 39,75 mg de N, a temperaturas 
ambientales y elevadas, respectivamente. Y el contenido de nitrógeno total en la hoja 
bandera y la espiga tampoco fue modificado por la temperatura de crecimiento, variando 
de 6,74 y 9,92 mg de N, a temperaturas ambientales, a 6,79 y 10,12 mg de N, a 
temperaturas superiores a las ambientales, respectivamente. Sin embargo, el crecimiento a 
temperaturas elevadas sí que incrementó significativamente el área de la espiga, de 31,75 a 
33,80 cm
2
, sugiriendo que dicho órgano actuaría como un fuerte sumidero de asimilados de 
la hoja bandera en las condiciones indicadas. 
Por otra parte, se sabe que la ontogenia de la planta y la morfogénesis dependen 
fuertemente de la temperatura, la cual puede aumentar la velocidad de desarrollo 
ontogénico, siendo el resultado un acortamiento del periodo de crecimiento, con la 
reducción consiguiente del periodo de tiempo para la fijación del carbono y acumulación 
de biomasa antes del desarrollo de la semilla (Rawson, 1992; Morison, 1996; Bowes, 
1996), que para el caso particular del trigo, podría afectar al desarrollo del cultivo por 
acortamiento del periodo desde la siembra a la emergencia (Addae & Pearson, 1992), por 
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cambio de la duración de la fase vegetativa (Angus et al., 1981) o por reducción de la 
duración del llenado del grano (Amir & Sinclair, 1992). En nuestro experimento con trigo, 
a diferencia del incremento observado con el CO2 de crecimiento, hemos podido 
comprobar que en plantas crecidas a temperaturas superiores a las ambientales, la biomasa 
total de la planta no fue aumentada significativamente. Sin embargo, el peso fresco del 
tallo por planta incrementó de 6,188 g en plantas crecidas a temperaturas ambientales a 
6,812 g en aquellas crecidas a temperaturas elevadas, resultado que confirma el cambio 
fenotípico observado en las plantas crecidas a temperaturas elevadas, puesto que 
visualmente podía apreciarse una mayor altura en las plantas del cultivo. Aunque algunos 
estudios han mostrado un cambio en el crecimiento tanto del área foliar como de la 
biomasa de la planta por la temperatura elevada (Pinter et al., 1996, 1997), nuestros 
resultados no evidencian un incremento significativo de la biomasa total de la planta en 
este estadio de desarrollo del cultivo, con la excepción del aumento indicado del peso 
fresco del tallo por planta. Algo similar ocurrió con el área foliar, que no llegó a aumentar 
significativamente, sin embargo, el área de la espiga aumentó en las plantas desarrolladas a 
temperaturas superiores a las ambientales, como se ha mencionado en el párrafo anterior, 
sugiriendo que la espiga actuaría como un fuerte sumidero de asimilados. Conviene 
también resaltar, en referencia a la morfología foliar, que las temperaturas elevadas 
disminuyeron el peso seco por área foliar (Gutiérrez et al., 2009b), de acuerdo con 
hallazgos recientes (Dwyer et al., 2007), sin modificar significativamente el volumen foliar 
por unidad de superficie. A diferencia de los cambios encontrados en las plantas crecidas 
en CO2 elevado, las temperaturas más cálidas no aumentaron la masa de líquido por unidad 
de superficie o volumen. Resultados que sugieren que posiblemente, las hojas en 
temperaturas elevadas tuvieron más espacios con aire, a diferencia con las hojas más 
hidratadas en CO2 elevado que ambiente. 
En estadios avanzados del desarrollo foliar del trigo, 12 días después de la antesis en la 
anualidad del 2004, el crecimiento a temperaturas elevadas redujo significativamente los 
niveles foliares de Glu, Gln, Asn y Ser, mientras que la Gly tendió a disminuir y la Ala 
apenas fue modificada por la temperatura de crecimiento. Los cambios en los aminoácidos 
individuales condujeron a un descenso de la razón Gln/Glu y Asn/Asp, si bien la razón 
Gly/Ser apenas fue modificada por la temperatura de crecimiento. El descenso de 
aminoácidos se acompañó de una reducción del contenido foliar de aminoácidos 
mayoritarios, minoritarios y totales, sintomático de la deficiencia en nitrógeno en plantas 




contenido de aminoácidos se tradujo también en una reducción de los niveles foliares de 
nitrato, clorofila y proteínas. No obstante, resulta relevante destacar que la temperatura 
elevada redujo notablemente el contenido de aminoácidos foliares en plantas crecidas a 
concentraciones ambientales de CO2, consecuencia de la predecible aceleración del 
crecimiento respecto a aquellas crecidas a temperaturas ambientales. 
Sin embargo, aún a pesar del descenso foliar de aminoácidos y de otros compuestos 
nitrogenados encontrado en las plantas crecidas a temperaturas superiores a las 
ambientales, como ocurrió en el estadio de la emergencia de la espiga, el contenido de 
nitrógeno total por planta no fue modificado por la temperatura de crecimiento, parámetro 
que osciló entre 43,10 y 44,78 mg de N a temperaturas ambientales y elevadas, 
respectivamente. Si bien, el nitrógeno total de la espiga aumentó significativamente en las 
plantas crecidas a temperaturas elevadas con respecto a las ambientales -de 19,17 a 20,52 
mg de N-, lo que sugiere que tuvo lugar una mayor exportación del nitrógeno foliar a la 
espiga en este estadio de desarrollo del cultivo de trigo. También se observó que en plantas 
crecidas con nitrógeno abundante, la temperatura elevada incrementó el peso fresco -de 
2,630 a 3,039 g- y peso seco -de 1,001 a 1,117 g- de la espiga, lo que nos sugiere que el 
nitrógeno es esencial para el mantenimiento del crecimiento acelerado a temperaturas 
superiores a las ambientales en estadios avanzados del desarrollo del cultivo. A diferencia 
de lo ocurrido en estadios jóvenes, la temperatura elevada condujo a un incremento de la 
biomasa total, reflejado no sólo por el aumento del peso seco del primer entrenudo -de 
0,573 a 0,620 g- y por las variaciones en los parámetros de crecimiento de la espiga arriba 
mencionadas, sino por el incremento en un 4,9% y 6%, del peso seco -de 2,90 a 3,05 g- y 
peso fresco -de 8,27 a 8,80 g- del total de la parte aérea de la planta, respectivamente. 
En la anualidad del 2006 a la emergencia de la espiga, el crecimiento a temperaturas 
superiores a las ambientales condujo a un descenso generalizado de los niveles de 
aminoácidos, cambios similares a los descritos en la experimentación del 2004, aunque no 
llegaron a alcanzar significación estadística, a excepción del Glu, la Gly y los aminoácidos 
minoritarios. Los efectos observados en las razones Asn/Asp y Gln/Glu en la anterior 
anualidad en el mismo estadio de desarrollo del cultivo desaparecieron. El contenido foliar 
de nitrato disminuyó notablemente en plantas crecidas a temperaturas elevadas en 
interacción con los restantes factores ambientales, sugiriendo que el crecimiento acelerado 
previsible en dichas condiciones facilitó la reducción de nitrato y posterior asimilación en 
compuestos nitrogenados. El crecimiento a temperaturas elevadas no afectó a los niveles 
de proteínas totales y modificó de manera variable los de clorofila en interacción con el 
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CO2 de crecimiento, poniendo de manifiesto que en plantas crecidas a temperaturas 
superiores a las ambientales, el CO2 elevado redujo el contenido foliar de clorofila, 
consecuencia de la aceleración del crecimiento y la mayor exportación de asimilados a 
otros órganos en crecimiento. 
Al igual que en la anualidad del 2004, no se observó una pérdida significativa de 
nitrógeno en la parte aérea de la planta que varió de 38,39 mg de N, en plantas crecidas a 
temperaturas ambientales, a 37,28 mg de N, en plantas crecidas a temperaturas elevadas. Y 
el nitrógeno total tanto de la hoja bandera como de la espiga tampoco fue modificado por 
la temperatura de crecimiento. Sin embargo, en esta anualidad, la temperatura elevada 
disminuyó el área -de 26,64 a 22,64 cm
2
-, peso seco -de 0,1640 a 0,1375 g- y fresco -de 
0,565 a 0,478 g- de la hoja bandera en plantas crecidas a concentraciones elevadas de CO2, 
consecuencia posiblemente de la mayor limitación en el suministro de nitrógeno, con 
respecto a la anterior anualidad, para el sostenimiento de una velocidad de desarrollo 
acelerada predecible en las condiciones ambientales descritas. En conformidad con la 
escasez de nitrógeno, el peso fresco total de la planta también disminuyó -de 9,38 a 8,43 g- 
en plantas crecidas en deficiencia en nitrógeno respecto a aquellas desarrolladas con 
abundancia de dicho nutriente. La pérdida de biomasa en las condiciones indicadas, que 
representó en torno a un 10%, pone de manifiesto la fuerte dependencia del crecimiento de 
las plantas, en particular la ontogenia y la morfogénesis, de factores ambientales como la 
temperatura y la nutrición nitrogenada, más aún en condiciones de CO2 elevado (Rawson, 
1992; Morison, 1996; Bowes, 1996). 
En estadios más avanzados de desarrollo del cultivo, 15 dda, en la anualidad del 2006, 
las diferencias observadas se hicieron más notables que en la emergencia de la espiga. El 
crecimiento a temperaturas elevadas redujo significativamente los niveles foliares de Ser, 
Gln, Gly y Ala. Los cambios en los niveles de los aminoácidos fotorrespiratorios no se 
acompañaron de un descenso de la razón Gly/Ser, mientras que la razón Gln/Glu 
disminuyó notablemente y la razón Asn/Asp tampoco fue modificada por la temperatura de 
crecimiento. Los aminoácidos minoritarios, mayoritarios y totales fueron menores en 
plantas crecidas a temperaturas elevadas, y aunque los niveles de nitrato fueron 
modificados en interacción con los demás factores ambientales, las proteínas totales y 
clorofilas disminuyeron. Variaciones que siguieron una pauta similar a las descritas en 




En la hoja bandera del trigo, a la emergencia de la espiga en la anualidad del 2004, la 
abundancia de nitrógeno condujo a un aumento generalizado de aminoácidos tanto de los 
mayoritarios como los minoritarios y aromáticos, que se tradujo en un incremento del 
contenido foliar de aminoácidos totales. El contenido de aminoácidos foliares se 
correlaciona con el suministro de nitrógeno (Khamis et al., 1990; Scheible et al., 1997c). 
Existen evidencias de que los niveles de aminoácidos disminuyen cuando el nitrógeno es 
limitante (Stitt & Krapp, 1999) y se ha puesto de manifiesto en diferentes especies 
vegetales (Foyer et al., 2003), tales como tabaco (Geiger et al., 1999; Scheible et al., 2000; 
Fritz et al., 2006b), colza (Tilsner et al., 2005) y Arabidopsis (Loudet et al., 2003; Scheible 
et al., 2004; Lemaitre et al., 2008; Tschoep et al., 2009). De modo parecido, se ha 
observado un incremento del contenido de aminoácidos cuando el nitrato o el amonio 
fueron suministrados, a corto plazo, a hojas cortadas de maíz (Foyer et al., 1994b) y tabaco 
(Morcuende et al., 1998). Habiéndose propuesto que los efectos a corto plazo posiblemente 
reflejen un incremento en el suministro de nitrógeno y/o activación de la NR, mientras que 
los cambios a largo plazo podrían asociarse a modificaciones en la expresión génica del 
enzima (Scheible et al., 1997b).   
En un estudio con plantas de tabaco fertilizadas con fuentes de nitrógeno inorgánico 
diferentes -nitrato o nitrato amónico-, los niveles de aminoácidos totales, minoritarios y 
mayoritarios aumentaron en la hoja más joven completamente expandida de las plantas 
crecidas con nitrógeno abundante comparadas con las deficientes en dicho nutriente 
(Geiger et al., 1999). Ahora bien, la magnitud de acumulación de los aminoácidos varió 
con la fuente de nitrógeno empleada, siendo mayor la concentración foliar de aminoácidos 
en las plantas crecidas con nitrato amónico, consecuencia del incremento notable de los 
niveles foliares de Gln, indicativo de que en dichas condiciones tuvo lugar una inducción 
de la asimilación de amonio (Stitt & Krapp, 1999). Además, se ha mostrado que el 
suministro de nitrato a hojas cortadas de tabaco condujo a una acumulación de 
aminoácidos mayoritarios, minoritarios y aromáticos, sugiriendo que la estimulación de la 
asimilación de nitrógeno por la abundancia de nitrato indujo la síntesis de aminoácidos y 
posterior síntesis de proteínas (Morcuende et al., 1998). Dichos resultados están en 
concordancia con los observados en la hoja bandera del trigo, ya que la abundancia de 
nitrógeno condujo a un aumento en el contenido de nitrato en interacción con los demás 
factores ambientales, un incremento generalizado de aminoácidos y de proteína total 
(Morcuende et al., 1998; Geiger et al., 1999; Tschoep et al., 2009). A su vez, el contenido 
en clorofila también se incrementó en dichas condiciones, aunque únicamente se observó 
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en plantas crecidas a temperaturas ambientales y en aquellas crecidas a [CO2] ambientales; 
un aumento en el contenido foliar de clorofila en condiciones de abundancia de nitrógeno 
se ha puesto de manifiesto en distintas especies vegetales como trigo (Adam et al., 2000; 
Del Pozo et al., 2007) y tabaco (Terce-Laforgue et al., 2004). 
Los aminoácidos mayoritarios considerados individualmente mostraron pautas de 
acumulación diferente, mientras que los niveles de Gln aumentaron, los de Glu no fueron 
modificados con el suministro de nitrógeno, lo que se tradujo en un ligero aumento, no 
significativo, de la razón Gln/Glu. Los niveles de Asn y Ser fueron incrementados 
significativamente, mientras que los de Gly y Ala tendieron a aumentar sin llegar a 
alcanzar significación estadística. Estos cambios se acompañaron de un incremento 
significativo de la razón Asn/Asp y de un descenso de la razón Gly/Ser. Análogas 
variaciones en los niveles de dichos aminoácidos han sido encontradas en plantas de tabaco 
cultivadas con nitrógeno abundante a horas similares durante el fotoperiodo (Fritz et al., 
2006b). Scheible et al. (2000) en otro estudio también con tabaco encontraron un aumento 
de todos los aminoácidos mayoritarios y de las razones Gln/Glu y Asn/Asp, en plantas 
crecidas con abundancia de nitrógeno en comparación con aquellas deficientes en dicho 
nutriente; resultados similares a los observados con trigo, con la diferencia de que la razón 
Gly/Ser no fue alterada en las primeras horas de luz con la nutrición nitrogenada, razón que 
disminuyó en la hoja bandera del trigo.  
Nuestros resultados revelan que mientras que existen grandes cambios transitorios en 
los niveles de Gln, los de Glu permanecen relativamente constantes, indicando que la 
GOGAT, posiblemente en conjunción con la glutamato deshidrogenasa, representa un 
importante punto de regulación (Stitt et al., 2002). Niveles relativamente estables de los 
contenidos foliares de Glu también han sido observados en las restantes condiciones 
ambientales objeto de este estudio. Se ha propuesto que la variabilidad en los niveles de 
Gln y el contenido de otros aminoácidos es a menudo dependiente de las condiciones de 
crecimiento (Matt et al., 1998) y considerando que los niveles de los aminoácidos 
dependerán de los precursores carbonados, del nitrógeno reducido disponible, así como los 
flujos en el metabolismo posterior (Lea et al., 2006), dicha variabilidad podría explicar que 
la abundancia de nitrógeno en el trigo tendiera a aumentar la razón Gln/Glu, sin alcanzar 
significación estadística, en consonancia con resultados previos de plantas fertilizadas con 
abundancia o deficiencia en dicho nutriente (Foyer et al., 2003; Scheible et al., 2004; Fritz 




Se sabe que el nitrato no sólo sirve como fuente importante de nitrógeno inorgánico en 
plantas (Stitt & Krapp, 1999), sino que también actúa como molécula señalizadora que 
modula la expresión de genes involucrados en la absorción y asimilación de nitrato, en la 
biosíntesis de ácidos orgánicos, síntesis de almidón y glicólisis, entre otros procesos (Lam 
et al., 1994, 1996, 1998; Koch, 1997; Scheible et al., 1997b; Crawford & Glass, 1998; 
Forde & Clarkson, 1999; Stitt, 1999; Foyer et al., 2003; Wang et al., 2000, 2003; Scheible 
et al., 2004). Estos estudios de expresión génica han mostrado evidencias de que el nitrato 
actúa modulando la expresión de genes involucrados no sólo en el metabolismo del 
nitrógeno sino también del carbono (Wang et al., 2003). Recientemente, la respuesta 
transcripcional más llamativa encontrada tras el resuministro de nitrógeno a plántulas de 
Arabidopsis deficientes en dicho nutriente, fue la inducción coordinada de un conjunto de 
genes requeridos para la biosíntesis de aminoácidos, síntesis proteica y síntesis y 
procesamiento de ARN (Scheible et al., 2004). Aunque se desconoce si la inducción de 
dichos eventos fue mediada por el propio nitrato o algún otro intermediario de su 
asimilación posterior (Scheible et al., 2004).  
Nuestros resultados, en su conjunto, muestran que a la emergencia de la espiga, la 
abundancia de nitrógeno en plantas de trigo condujo a un aumento de la absorción de 
nitrato e inducción de su reducción, y asimilación posterior, que se tradujo en una 
estimulación de la biosíntesis de aminoácidos, proteínas y clorofilas; como reflejan los 
incrementos de dichos compuestos encontrados en la hoja bandera de plantas crecidas en 
dichas condiciones. Cambios que se acompañaron de un incremento significativo tanto del 
contenido de nitrógeno total en la parte aérea de la planta -de 35,83 a 43,01 mg de N en 
deficiencia y abundancia de nitrógeno, respectivamente- como en cada una de las partes de 
la planta analizadas individualmente, es decir, tallo -de 12,37 a 14,46 mg de N-, espiga -de 
9,29 a 10,75 mg de N-, hoja bandera -de 5,66 a 7,88 mg de N- y resto de hojas -de 8,51 a 
9,91 mg de N-. Resultados en consonancia con otros estudios (Morcuende et al., 1998; 
Geiger et al., 1999; Adam et al., 2000; Del Pozo et al., 2007; Tschoep et al., 2009) y con 
los cambios de expresión génica observados por otros autores (Scheible et al., 1997b; Stitt, 
1999; Wang et al., 2000, 2003; Scheible et al., 2004).  
Por otra parte, es sabido que el suministro de nitrógeno posee efectos marcados en la 
biomasa y la productividad vegetal (Lawlor et al., 1989), y en nuestro experimento, el 
crecimiento en abundancia de nitrógeno no sólo aumentó los niveles de nitrógeno en cada 
una de las partes de la planta del trigo, sino que también incrementó el área -de 22,39 a 
27,70 cm
2
-, peso fresco -de 0,4582 a 0,5987 g- y peso seco -de 0,1279 a 0,1619 g- de la 
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hoja bandera, así como el área de la espiga -de 31,39 a 34,17 cm
2
- y su peso fresco -de 
1,965 a 2,114 g-. Además, el suministro alto de nitrógeno aumentó el grosor (razón 
volumen/superficie), de acuerdo con Rademacher & Nelson (2001), el peso seco por área y 
la densidad foliares (Gutiérrez et al., 2009b). Con más nitrógeno, aumentó la masa de 
líquido por unidad de superficie y volumen, como con CO2 elevado comparado con 
ambiente. En cambio, con más nitrógeno la masa de agua aumentó proporcionadamente al 
aumento de masa foliar, de modo que el porcentaje de agua resultó inalterado. Puesto que 
el mayor grosor de las hojas en abundancia de nitrógeno que en deficiencia se asoció con 
mayor masa de agua, los cambios en la proporción de espacios con aire en la hoja, tales 
como la disminución encontrada por Rademacher & Nelson (2001), es probable que fueran 
de escasa consecuencia para el grosor foliar.  
Estos resultados revelan que la nutrición nitrogenada no sólo aumentó la cantidad de 
nitrógeno en la planta entera sino que afectó también a su distribución entre órganos (Del 
Pozo, 1994; Dreccer et al., 2000), además de facilitar la expansión foliar y el crecimiento 
(Maroco et al., 1999; Poorter & Nagel, 2000) y modificar la anatomía foliar. Los cambios 
en la morfología foliar observados en las plantas crecidas con abundancia de nitrógeno, 
que difieren de aquellos observados en aquellas crecidas en condiciones de CO2 elevado y 
a temperatura superiores a las ambientales, parecen excluir que los cambios anatómicos 
inducidos por estos dos últimos factores ambientales sean simple consecuencia de la 
disminución en el nitrógeno foliar encontrado en nuestro estudio y en otros (Del Pozo et 
al., 2007). 
En estadios avanzados del desarrollo foliar del trigo, 12 días después de la antesis en la 
anualidad del 2004, la abundancia de nitrógeno aumentó significativamente los niveles 
foliares de Asn y Gln, además de las razones Gln/Glu y Asn/Asp, sugiriendo que se 
incrementó la disponibilidad de nitrógeno y que posiblemente tuvo lugar una estimulación 
de la actividad asparragina sintetasa. El incremento de la disponibilidad de nitrógeno, al 
igual que en estadios jóvenes del desarrollo del cultivo, se acompañó de una mayor 
acumulación de aminoácidos minoritarios, aromáticos y totales. Sin embargo, en este 
estadio de desarrollo observamos una interacción destacable del suministro de nitrógeno 
con el CO2 de crecimiento, en la que la abundancia de nitrógeno condujo a un aumento de 
aminoácidos en plantas crecidas a concentraciones ambientales de CO2, condiciones en las 
que la velocidad de crecimiento de la planta estaría ralentizada con respecto a las 
concentraciones elevadas de CO2, lo que permitiría que los aminoácidos se acumulasen en 




conduciendo a un aumento de la concentración foliar de nitrato, si bien el contenido de 
clorofila no fue modificado y las proteínas totales disminuyeron. Sin embargo, al igual que 
en la emergencia de la espiga, el nitrógeno total de la parte aérea aumentó, parámetro que 
varió de 40,08 mg de N, en plantas crecidas en deficiencia de nitrógeno, a 47,80 mg de N, 
en plantas crecidas con abundancia en dicho nutriente, así como el contenido de nitrógeno 
de cada una de las partes de la planta, a excepción del resto de hojas. A diferencia de los 
cambios observados en estadios jóvenes del desarrollo del cultivo, el crecimiento en 
abundancia de nitrógeno no modificó el área de la hoja bandera respecto a las plantas 
crecidas en deficiencia de dicho nutriente; sin embargo, tanto el peso seco -0,1272 a 
0,1518 g- como el peso fresco -0,4169 a 0,4778 g- de la misma fue incrementado. Por su 
parte, el área de la espiga también aumentó con la disponibilidad de nitrógeno -de 36,76 a 
40,40 cm
2
-, peso seco -de 0,976 a 1,117 g- y peso fresco -de 2,667 a 3,039 g- en 
interacción con la temperatura de crecimiento. Resultados que, en su conjunto, muestran 
una pauta de cambio similar a la descrita previamente en estadios jóvenes del desarrollo 
del cultivo de trigo. 
A la emergencia de la espiga en la anualidad del 2006, la abundancia de nitrógeno 
condujo a un aumento significativo de todos los aminoácidos considerados 
individualmente, cambios que se acompañaron de un descenso de la razón Gly/Ser y 
aumento de la razón Gln/Glu y de los aminoácidos totales, mayoritarios, minoritarios, y 
aromáticos. A diferencia de los resultados descritos en la anualidad del 2004, la 
abundancia de nitrógeno aumentó el contenido foliar de aminoácidos en plantas crecidas en 
condiciones ambientales de CO2, posiblemente consecuencia de las diferencias en la 
disponibilidad de nitrógeno entre los tratamientos de abundancia y deficiencia de dicho 
nutriente en esta experimentación con respecto a la desarrollada en la anterior anualidad. 
Por lo que sería previsible que al aumentar la provisión de nitrógeno, se facilitaría su 
asimilación, y puesto que el crecimiento en condiciones ambientales de CO2 suele estar 
más ralentizado que en condiciones de CO2 elevado, exigiría una menor demanda de 
asimilados desde los órganos en expansión; lo que conduciría a un descenso de la 
exportación respecto a las plantas crecidas a concentraciones elevadas de CO2 y se 
traduciría en un aumento de aminoácidos foliares en la hoja bandera del trigo.  
Los cambios descritos en los aminoácidos sugieren que el aumento de la disponibilidad 
de nitrógeno se tradujo en una fuerte estimulación de la absorción de nitrógeno e inducción 
posterior de su asimilación en compuestos orgánicos nitrogenados, evidenciado por el 
fuerte descenso del contenido foliar de nitrato y el incremento de los niveles de clorofila y 
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proteínas. Junto con  el aumento notable del contenido de nitrógeno total por tallo en 
plantas crecidas en abundancia de nitrógeno respecto a aquellas crecidas en deficiencia en 
dicho nutriente -31,96 y 43,71 mg de N-, así como del contenido de nitrógeno en cada una 
de las partes de la planta, con la excepción del resto de hojas. 
En la experimentación desarrollada en esta anualidad, 2006, en la emergencia de la 
espiga, el incremento de la disponibilidad de nitrógeno supuso un beneficio más acentuado, 
sobre el crecimiento de la planta, con respecto a las plantas crecidas con deficiencia en 
nitrógeno, en comparación a la experimentación desarrollada en la anterior anualidad, que 
podría atribuirse a la deficiencia nutricional más intensa inducida en esta anualidad 
respecto a la del 2004 (ver apartados 3.2 y 5.4). Que puso de manifiesto que en plantas 
crecidas en abundancia de nitrógeno no sólo aumentó el área verde -de 20,41 a 26,91 cm
2
-, 
peso fresco -de 0,409 a 0,570 g- y peso seco -de 0,1208 a 0,1623 g- de la hoja bandera, 
sino que también aumentó el área -de 39,13 a 45,54 cm
2
-, peso fresco -de 1,652 a 2,180 g- 
y peso seco -de 0,405 a 0,591 g- de la espiga, junto al área -de 19,07 a 22,81 cm
2
-, peso 
fresco -de 1,373 a 1,687 g- y peso seco -de 0,342 a 0,392 g- del primer entrenudo, así 
como el área -de 154,3 a 195,4 cm
2
-, peso fresco -de 8,43 a 10,54 g- y peso seco -de 2,264 
a 2,488 g- del total de la parte aérea. Ahora bien, el incremento del área y peso fresco tanto 
de la espiga como de la parte aérea total, únicamente fue observado en plantas crecidas a 
temperaturas elevadas, sugiriendo que la abundancia de nitrógeno facilitó el crecimiento 
acelerado previsible a temperaturas superiores a las ambientales en estadios jóvenes del 
desarrollo del cultivo de trigo, dada la fuerte dependencia del crecimiento y desarrollo de 
las plantas de los factores ambientales como la temperatura y la nutrición (Lawlor & 
Mitchell, 1991), aspectos que han sido reseñados con anterioridad. 
En estadios avanzados del desarrollo de los cultivos de trigo, 15 dda, en esta anualidad 
del 2006, la pauta de cambio fue similar a la descrita en la emergencia de la espiga, aunque 
los cambios fueron más atenuados y se observaron ciertas excepciones, como la 
disminución de la razón Gln/Glu y la modificación variable de los aminoácidos 
minoritarios con la disponibilidad de nitrógeno dependiendo de los restantes factores 
ambientales. Los cambios en los niveles de aminoácidos individuales condujeron a un 
aumento significativo de los niveles de aminoácidos mayoritarios, minoritarios, aromáticos 
y totales. La interacción destacable del suministro de nitrógeno con el CO2 de crecimiento, 
descrita en el mismo estadio de desarrollo, 12 dda, en la anualidad anterior, tuvo lugar 
nuevamente en esta anualidad, poniendo de manifiesto que se trata de un efecto robusto 




trigo. La abundancia de nitrógeno, al igual que en el 2004, aumentó el contenido foliar de 
nitrato, sugiriendo que tuvo lugar una inducción de la absorción de nitrógeno, que se 
acompañó de una estimulación de la asimilación posterior del nitrógeno en compuestos 
orgánicos nitrogenados y se tradujo en un aumento de las concentraciones foliares de 
clorofilas y proteínas, pero desconocemos el contenido de nitrógeno en cada una de las 
partes de la planta y los datos de crecimiento en este estadio de desarrollo del cultivo, 
aunque sería predecible que al igual que en estadios jóvenes del desarrollo el incremento 
de la disponibilidad de nitrógeno beneficiara el crecimiento de las plantas de trigo y 











































































1. El crecimiento prolongado a concentraciones elevadas de CO2 condujo a una 
pérdida de capacidad fotosintética en estadios tempranos del desarrollo foliar del 
trigo en ambas anualidades, y en estadios avanzados, en la primera de las dos 
anualidades estudiadas, atribuible a una pérdida de compuestos nitrogenados en la 
hoja bandera del trigo. 
 
2. El crecimiento a temperaturas superiores a las ambientales en la primera anualidad, 
aumentó la fotosíntesis, la conductancia de los estomas y la concentración 
intercelular de CO2  a la emergencia de la espiga. Por lo que en dicho estadio de 
desarrollo las temperaturas elevadas incrementaron la difusión del CO2 a través de 
los estomas aumentando la fotosíntesis, pero no modificó la asimilación 
fotosintética del carbono en la experimentación desarrollada en el 2006 y días 
después de la antesis en la anualidad del 2004. 
 
3. La abundancia de nitrógeno aumentó la asimilación fotosintética del carbono, en 
ambos estadios de desarrollo, en la experimentación desarrollada en la primera 
anualidad, efecto que no llegó a alcanzar significación estadística en el 2006. La 
pérdida de capacidad fotosintética en plantas deficientes en nitrógeno podría ser 
atribuible a una reducción del contenido foliar de Rubisco.  
 
4. Varios estudios han relacionado la pérdida de capacidad fotosintética en plantas 
crecidas en CO2 elevado con un descenso de Rubisco, a menudo asociado con la 
represión génica del enzima mediada por la acumulación de carbohidratos foliares. 
Si bien nuestros resultados no muestran evidencias convincentes que apoyen dicha 
hipótesis. No obstante, a la emergencia de la espiga en la anualidad del 2004, el 
crecimiento en CO2 elevado redujo los niveles de transcritos de rbcS en plantas de 
trigo crecidas con deficiencia en nitrógeno a temperaturas ambientales, condiciones 
en las que los carbohidratos foliares se acumularon notablemente. Sin embargo, a 
diferencia de los resultados mostrados por otros autores, no hemos observado que 
la aclimatación de la fotosíntesis al CO2 elevado fuese más acusada en las plantas 
deficientes en nitrógeno. Por lo que dichos resultados no podrían ser interpretados 
como evidencia de que la represión génica de la Rubisco por carbohidratos opera 
más eficazmente en plantas limitadas en nitrógeno. 
 
5. Este estudio muestra por primera vez, en estadios tempranos del desarrollo foliar 
del trigo, un descenso drástico de los transcritos de Rubisco con la temperatura 
elevada en plantas crecidas a [CO2] ambientales, tanto en abundancia como 
deficiencia de nitrógeno. Sin embargo, la temperatura elevada aumentó la 
fotosíntesis y disminuyó el contenido foliar de carbohidratos respecto a las plantas 
crecidas a temperaturas ambientales. 
 
6. Nuestros resultados muestran evidencias de que las respuestas de aclimatación de la 
fotosíntesis al CO2 elevado no pueden predecirse por cambios en los niveles de 
mensajero de la Rubisco. La variable correspondencia del nivel de transcritos de 
Rubisco con la acumulación de carbohidratos solubles, pone de manifiesto que la 
influencia de otros factores puede modular la expresión del enzima en plantas que 
crecen en ambientes naturales, entre ellos el nitrógeno, aspecto que ha sido 
discutido en este trabajo de investigación. 
 
7. El crecimiento prolongado a concentraciones elevadas de CO2 atmosférico condujo 
a un incremento de los niveles foliares de carbohidratos, en especial sacarosa y 
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fructanos, a la emergencia de la espiga en la experimentación del 2004. Sin 
embargo, en estadios posteriores del crecimiento, la acumulación de carbohidratos 
foliares no sólo desapareció sino que los niveles de sacarosa y fructanos tendieron a 
disminuir, consecuencia de la mayor demanda de carbohidratos requerida para el 
mantenimiento de un crecimiento acelerado en  condiciones de CO2 elevado a 
medida que avanza el desarrollo del cultivo.  
 
8. En la experimentación desarrollada en la anualidad del 2006, se evitó el abonado de 
fondo con fertilizante nitrogenado, con el fin de conseguir diferencias más notables 
entre los tratamientos de abundancia y deficiencia en nitrógeno, por lo que la 
deficiencia nutricional en esta anualidad fue más intensa y condujo a una mayor 
acumulación de carbohidratos foliares, en ambos estadios del desarrollo foliar del 
trigo. En estas condiciones, el crecimiento en CO2 elevado condujo a una mayor 
acumulación de carbohidratos de reserva, fructanos y almidón, mientras que los 
primeros se acumularon en estadios jóvenes del desarrollo, el segundo se acumuló 
en mayor medida en etapas más avanzadas del crecimiento del cultivo del trigo. 
 
9. El crecimiento a temperaturas 2ºC superiores a las ambientales a la emergencia de 
la espiga, a diferencia del CO2 elevado, disminuyó el contenido foliar de 
carbohidratos, en particular sacarosa, cambios atribuibles tanto a la estimulación 
del crecimiento previsible a temperaturas elevadas como al consumo de 
carbohidratos en la glicólisis y respiración mitocondrial. Días después de la antesis, 
el crecimiento a temperaturas superiores a las ambientales redujo notablemente los 
niveles de carbohidratos de almacenaje, fructanos y almidón. 
 
10. La abundancia de nitrógeno aumentó los niveles foliares de hexosas y disminuyó 
ligeramente los de sacarosa y fructanos, sugiriendo que tuvo lugar una mayor 
exportación del carbono para satisfacer la estimulación de la asimilación del 
nitrógeno al aumentar la disponibilidad de nutrientes. 
 
11. Aún a pesar de la mayor acumulación de carbohidratos foliares en condiciones de 
CO2 elevado, la actividad nitrato reductasa sólo aumentó ligeramente, a la 
emergencia de la espiga en la anualidad 2004, consecuencia del notable descenso 
de los niveles foliares de nitrato. En estadios avanzados del desarrollo del cultivo, a 
[CO2] elevadas la actividad NR disminuyó en plantas crecidas con nitrógeno 
abundante y aumentó en plantas deficientes en dicho nutriente. El primero de los 
efectos se atribuyó al descenso del contenido foliar de nitrato, y el segundo, sería el 
resultado del ligero aumento de nitrato y descenso de glutamina, cambios que 
facilitarían el aumento de actividad NR. A la emergencia de la espiga en la 
anualidad del 2006, en plantas crecidas a temperaturas ambientales, el CO2 elevado 
aumentó la actividad del enzima, consecuencia de la mayor acumulación de 
carbohidratos foliares. Cambios que desaparecieron en etapas posteriores del 
crecimiento del cultivo. 
 
12. La pérdida de actividad NR encontrada en plantas crecidas a temperaturas 
superiores a las ambientales, a la emergencia de la espiga en la anualidad del 2004, 
se asoció con el descenso del contenido foliar de sacarosa. Días después de la 
antesis la actividad NR sólo disminuyó ligeramente, aún a pesar del descenso del 
contenido foliar de nitrato, sin embargo, la sacarosa se acumuló en mayor medida 
en este estadio del desarrollo, lo que facilitaría que la pérdida de actividad fuese 




etapas tempranas del desarrollo, la elevación de la temperatura disminuyó la 
actividad del enzima en plantas crecidas en condiciones de CO2 elevado, y en 
etapas posteriores del desarrollo del cultivo, el crecimiento a temperaturas elevadas 
redujo la actividad NR en plantas deficientes en nitrógeno, pérdidas de actividad 
que se relacionaron con el descenso del contenido foliar de nitrato encontrado en 
las condiciones de crecimiento descritas. 
 
13. Nuestros resultados muestran evidencias de un mecanismo alternativo, no descrito 
hasta el momento, para las plantas crecidas a temperaturas superiores a las 
ambientales, en las que el descenso de actividad NR podría atribuirse a una 
retroinhibición de la actividad del enzima por malato, que facilitaría un descenso de 
la asimilación de nitrato cuando se supere la velocidad de exportación de malato. El 
aumento del contenido foliar de malato en las mencionadas condiciones, evidencia 
dicha hipótesis, y podría asociarse a una fuerte estimulación inicial de la 
asimilación del nitrógeno al comienzo del fotoperiodo (en consonancia con nuestras 
investigaciones previas). Si bien, desconocemos la contribución de cada uno de los 
mecanismos propuestos al control de la actividad NR, por lo que serán necesarias 
investigaciones más exhaustivas para dilucidar el posible predominio de alguno de 
ellos. 
 
14. En la experimentación desarrollada en el 2004, a la emergencia de la espiga, la 
abundancia de nitrógeno aumentó ligeramente la actividad NR, cambios que se 
relacionaron con una retroinhibición de la expresión y la actividad del enzima, 
mediada por glutamina. En estadios posteriores del crecimiento, la abundancia de 
nitrógeno aumentó la actividad NR en plantas crecidas a [CO2] ambientales, 
cambio atribuible al notable incremento del contenido foliar de nitrato. En la 
experimentación realizada en la anualidad del 2006, mientras que a la emergencia 
de la espiga, la actividad NR no fue modificada con la disponibilidad de nitrógeno, 
en estadios avanzados del desarrollo, la abundancia de nitrógeno disminuyó dicha 
actividad en plantas crecidas a temperaturas ambientales, cambios que se asociaron 
al descenso de nitrato. 
 
15. El crecimiento en CO2 elevado, condujo a un descenso de 3PGA y aumentos de 
hexosas-P y ATP, mientras que los niveles de malato disminuyeron y los de 2-
oxoglutarato no fueron modificados, cambios similares a los descritos en otros 
sistemas experimentales que conducen a una acumulación de carbohidratos foliares. 
Sugiriendo que la acumulación de azúcares induce la asimilación de nitrato, e 
incrementa la síntesis de ácidos orgánicos desde los intermediarios de la glicólisis, 
facilitando el flujo del carbono y nitrógeno hacia la biosíntesis de aminoácidos.  
 
16. El crecimiento a temperatura superiores a las ambientales condujo a un descenso 
del contenido foliar de ATP, 3PGA, UDP-glucosa y hexosas-P, mientras que  los 
niveles de malato y 2-OG incrementaron, cambios que  sugieren que tuvo lugar un 
fuerte incremento del flujo del carbono desde la glicólisis hacia la síntesis de ácidos 
orgánicos y, por lo tanto, de las rutas respiratorias.  
 
17. En plantas crecidas en abundancia de nitrógeno los niveles de hexosas-P y 3PGA 
disminuyeron, los de ATP y UDP-glucosa tendieron a disminuir, mientras que los 
niveles de 2-OG fueron notablemente aumentados y los de malato sólo ligeramente, 
lo que sugiere que la estimulación de la asimilación de nitrógeno en las plantas de 
trigo crecidas con nitrógeno abundante demandaría una adecuada provisión de 
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carbono, que se acompañó de una disminución de intermediarios glicolíticos 
seguida de la consiguiente acumulación de ácidos orgánicos. 
 
18. La reducción de las concentraciones foliares de glicina y serina en plantas crecidas 
a concentraciones elevadas de CO2, en ambas experimentaciones y estadios de 
desarrollo del cultivo de trigo, ponen de manifiesto que se trata de una respuesta 
robusta al crecimiento en CO2 elevado, atribuible a una inhibición de la 
fotorrespiración. 
 
19. El descenso de aminoácidos encontrado en plantas de trigo crecidas a [CO2] 
elevadas, se acompañó de una disminución de los niveles foliares de nitrato y de 
otros compuestos nitrogenados como las clorofilas y proteínas, revelando una 
pérdida generalizada de compuestos nitrogenados foliares. Cambios que unidos al 
aumento de la superficie verde de la hoja bandera, sugieren un efecto de dilución 
del nitrógeno consecuencia del mayor área foliar encontrado en las plantas crecidas 
en CO2 elevado.  
 
20. En estadios avanzados del desarrollo del cultivo en la anualidad del 2004, y en 
ambos estadios del desarrollo foliar del trigo en la anualidad del 2006, condiciones 
en las que la deficiencia nutricional del cultivo fue más intensa, el crecimiento en 
CO2 elevado condujo a una reducción notable del contenido foliar de aminoácidos 
en las plantas crecidas con nitrógeno abundante en comparación con aquellas 
crecidas en deficiencia en dicho nutriente, sugiriendo que al incrementarse la 
disponibilidad de nitrógeno, los recursos disponibles para la planta, son destinados 
a satisfacer el previsible crecimiento acelerado en condiciones de CO2 elevado. 
 
21. La respuesta de aclimatación al crecimiento prolongado en condiciones de CO2 
elevado, representa una estrategia de optimización en la distribución del nitrógeno 
desde la maquinaria fotosintética a la expansión foliar y el crecimiento. La 
aclimatación podría ser el resultado de un efecto indirecto de la desviación del 
nitrógeno para el crecimiento, más que consecuencia de un efecto directo del 
suministro de nitrógeno en la fotosíntesis. Y la disminución foliar de nitrógeno 
sería el resultado de un cambio en la localización o distribución de nitrógeno a 
nivel de planta entera, de manera que la espiga actuaría como un potente sumidero 
de asimilados. 
 
22. El crecimiento a temperaturas superiores a las ambientales, al igual que en plantas 
crecidas en CO2 elevado, redujo el contenido foliar de aminoácidos y de otros 
compuestos nitrogenados, pérdida que no se relacionó con el aumento del área 
foliar de la hoja bandera del trigo sino con un incremento de la superficie de la 
espiga, sugiriendo que dicho órgano actuaría como un fuerte sumidero de 
asimilados de la hoja bandera en las condiciones indicadas. 
 
23. En estadios jóvenes del desarrollo foliar del trigo, la mayor provisión de nitrógeno 
requerida para el sostenimiento de un crecimiento acelerado previsible a 
temperaturas elevadas, facilitaría la removilización de aminoácidos desde la 
máxima reserva de nitrógeno en hojas, la Rubisco. Proceso que pudiera ser 
energéticamente menos costoso y rápido, que la absorción y reducción de nitrato; y 
contribuiría a una rápida provisión de aminoácidos que permitiría la redistribución 




asimilación fotosintética del carbono y promoverían el mantenimiento del 
crecimiento. 
 
24. El incremento de la disponibilidad de nitrógeno al suelo condujo a un aumento de 
la absorción, reducción y asimilación de dicho nutriente en compuestos orgánicos 
nitrogenados, que se tradujo en un incremento de los niveles foliares de 
aminoácidos, proteínas y clorofilas en la hoja bandera. El incremento de nitrógeno 
foliar, aumentó el contenido de nitrógeno total tanto en la parte área como en cada 
una de las partes de la planta del trigo analizadas, sugiriendo que el aumento de la 
disponibilidad de nitrógeno facilitó la distribución del nitrógeno a nivel de planta 
entera. La mejora del estado nitrogenado de la favoreció el aumento de la 
asimilación fotosintética del carbono observado en plantas crecidas con nitrógeno 
abundante y el crecimiento de la planta. 
 
25. Los factores ambientales condujeron a  cambios en la morfología foliar del trigo, 
las hojas de plantas desarrolladas en CO2 elevado experimentaron una disminución 
del peso seco por área, acompañada de una pérdida de densidad foliar, que se 
asoció con un aumento del agua de los tejidos y una reducción de algunos 
componentes estructurales de la hoja. En plantas crecidas a temperaturas superiores 
tuvo también lugar una disminución del peso seco por área. Pero a diferencia de los 
cambios encontrados en las plantas crecidas en CO2 elevado, no aumentó la masa 
de líquido por unidad de superficie o volumen, lo que sugiere que posiblemente 
tuvieron más espacios con aire. La abundancia de nitrógeno aumentó el grosor, el 
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